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1. Zusammenfassung 
 
 
1.1. Zusammenfassung in deutscher Sprache 
 
Das adenovirale Oncoprotein E1B-55k bindet und antagonisiert p53, ein zellu-
läres Tumorsuppressorprotein. Jüngst ist eine Punktmutante von E1B-55k be-
schrieben worden, E1B-55k R239A, welche nicht mehr an p53 zu binden ver-
mag. In Folge dessen akkumuliert p53 unkontrolliert in Zellen, die mit einem 
solchen Ad E1B-55k R239A Virus infiziert wurden. Diese Arbeit zeigt, daß, ob-
wohl p53 in den virusinfizierten Zellen akkumuliert, es nicht zu einer Induktion 
der p53 Zielgene kommt. Im Gegensatz zu wt-E1B-55k war E1B-55k R239A, 
wenn es mit einem weiteren Kofaktor, der Ubiquitintransferase E4 orf6, kom-
plettiert wurde, in Transfektionsversuchen nicht mehr in der Lage, p53 zu de-
stabilisieren und abzubauen. Da in den Reportergenversuchen auch in Gegen-
wart von E1B-55k R239A und E4 orf6 p53-vermittelte Transgenexpression 
noch möglich war, mußte in den infizierten Zellen ein weiterer viraler Faktor für 
die Inaktivität von p53 verantwortlich sein. In Transfektionsversuchen zeigen 
Deletionen der p300- und der p400-Bindestellen aus der Primärsequenz von 
E1A eine deutliche Steigerung der transkriptionellen Aktivität von p53. Diese 
zusätzlichen Deletionen sind in Rahmen einer Adenovirusinfektion jedoch nicht 
ausreichend, um die p53-Transaktivierung wieder herzustellen. Ein weiterer 
viraler p53-Antagonist ist E1B-19k. Wird er deletiert, so gehen die infizierten 
Zellen auch dann noch vermehrt in Apoptose, wenn eine p53-vermittelte Trans-
genexpression gar nicht stattfindet. Verwendet man eine E1B-resistente Vari-
ante von p53, p53mt24-28, so ist die Apoptose, die nur in Abwesenheit von 
E1B-19k beobachtet wird, ungleich heftiger. Doch trotz dieser Apoptose kommt 
es zu keiner wesentlichen Beeinträchtigung der Virusreplikation. Adenoviren 
haben multiple Möglichkeiten, auch in Ad ∆E1B-55k-infizierten Zellen die Ex-
pression der p53 Zielgene zu verhindern. Der tumorselektive Mechanismus, der 
solchen Viren zugeschrieben wird, scheint also nicht auf p53-Aktivität zu 
beruhen. 
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1.2. Abstract 
 
The adenoviral oncoprotein E1B-55k binds and antagonizes the tumor sup-
pressor protein p53. Recently, a point mutant of E1B-55k has been described, 
E1B-55k R239A, that no longer binds to p53, and cells that have been infected 
with Ad E1B-55k R239A accumulate endogenous p53. Here, we show that 
despite the accumulation of p53 in E1B-mutant adenovirus infected cells, no 
induction of p53 target genes can be detected. In transfection experiments, 
when completed with the ubiquitintransferase E4 orf6, and contrary to the re-
sults obtained with wt-E1B-55k, E1B-55k R239A still allows for induction of a 
p53-responsive reportergen. E1B-55k R239A when combined with E4 orf6 does 
not degrade p53. Both p300 and p400 are histone acetyltransferases that are 
required for efficient p53-induced transgene expression. Although the elimi-
nation of p300, and even more strongly the elimination of p400 binding from 
E1A causes alleviation of p53 repression in reporter gene assays, both muta-
tions are not sufficient to restore p53 target gene expression in the context of 
E1B-55k R239A mutant adenovirus infected cells. Adenovirus codes for an-
other viral p53-antagonist, E1B-19k, which prevents p53-mediated apoptosis. 
Despite the lack of p53 transcriptional activity, enhanced apoptosis is observed 
in Ad E1B-55k R239A ∆E1B-19k infected cells, suggesting transcription inde-
pendent routes to apoptosis. Also, in the presence of an E1B-resistent p53 
variant, p53mt24-28, cells infected with a virus lacking E1B-19k selectively 
undergo apoptosis. However, despite the apoptosis observed, virus replication 
efficiency is only mildly compromised. Adenovirus possesses multiple ways of 
interfering with p53 activity although adenovirus replication is obviously not 
abolished by p53. 
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2. Einleitung 
 
 
2.1. Hintergrund: 
 
Das Gen für das Tumorsuppressorprotein p53 ist das in Tumoren am häufig-
sten mutiert vorliegende Gen (Fearon et al., 1987, Nigro et al., 1989, Hollstein 
et al., 1991). p53 scheint damit für die Tumorentstehung eine zentrale Rolle 
einzunehmen. Zumindest hat dies TP53 den Ruf eingebracht, als Wächter des 
Genoms zu agieren (D. Lane, 1992). Unter einer Reihe von Störsituationen, nur 
eine hiervon sind DNA-Schäden, kommt es zu einer Akkumulation bzw. ei-ner 
Stabilisierung von p53 in den betroffenen Zellen (Prives et al., 1999). Man 
beobachtet zwei mögliche Ausgänge für solche Situationen: p53 ist in der La-
ge, den Zellzyklus anzuhalten. Dies soll der Zelle Zeit geben, die aufgetretenen 
DNA-Schäden selbständig zu beheben. Andererseits kann p53 auch die Ex-
pression von DNA-Reparaturenzymen induzieren (Kastan et al., 1992, A. J. 
Levine, 1997). Gleichzeitig ist p53 selber ein direkter Bestandteil eines solchen 
DNA-Reparaturkomplexes, der Einzelstrangbrüche beheben kann (Wang et al., 
1995, Linke et al., 2003). Sind die aufgetretenen DNA-Schäden so umfang-
reich, daß eine Reparatur nicht mehr möglich erscheint, macht es für einen 
vielzelligen Organismus durchaus Sinn, einzelne Zellen in den Zelltod zu schik-
ken. Auf diese Art und Weise werden die irreparablen DNA-Schäden nicht auf 
die Tochterzellen übertragen, die Stabilität und Uniformität der zellulären Ge-
nome im Gesamtorganismus bleibt erhalten. Auch für diesen zweiten Ausgang 
der Situation nach DNA-Schädigung ist p53 zuständig. Akkumuliert p53 über 
einen längeren Zeitraum, so kann p53 die Apoptose auslösen (Yonish-Rouach 
et al., 1991, Lowe et al., 1993a, Lowe et al., 1993b, Debbas et al., 1993). Bei 
der Entscheidung zwischen Reparatur und Zelltod spielt p21Cip1/WAF1 die ent-
scheidende Rolle. Sind die aufgetretenen Schäden so umfangreich, daß p53 
p21 nicht mehr induzieren kann, so entscheidet sich die Zelle für die Selbstauf-
lösung (Gorospe et al., 1997, Bulavin et al., 1999, Mahyar-Roemer et al., 2001, 
Seoane et al., 2002, Oren et al., 2003, Rao et al., 1992, Debbas et al., 1993, 
Chiou et al., 1997, Thomas et al., 1998, Chattopadhyay et al., 2001).  
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p53 ist ein sequenzspezifischer Transkriptionsfaktor (Kern et al., 1991, Fields et 
al., 1990, Raycroft et al., 1990, Vogelstein et al., 1992, Yew et al., 1992, El-
Deiry et al., 1993). Beide Wirkmechanismen von p53 - das Anhalten des Zell-
zyklus und, erforderlichenfalls, die Selbsaufgabe der Zelle über Apoptose – er-
folgen, indem p53 an seine spezifischen DNA-Erkennungssequenzen bindet (A. 
J. Levine, 1997). Dies führt zur vermehrten Transkription der nahegelege-nen, 
p53-induzierbaren Gene (El-Deiry et al., 1992, Zambetti et al., 1992, Ray-croft 
et al., 1990, Kern 1992, Funk et al., 1992). Damit p53 an DNA binden kann, 
muß es als Homotetrameres vorliegen (Friedman et al., 1993, McLure et al., 
1998). Erst in dem Homotetramer klappen in einer weitreichenden Konfor-
mationsänderung N- und C-Termini des p53 auf und legen die zentrale DNA-
bindende Domäne frei (Halazonetis et al., 1993, Cho et al., 1994, Jeffrey et al., 
1995). Was eine solche Homotetramerisierung begünstigt, ist nicht klar. Man 
weiß aber, daß eine Heterotetramerisierung mit mutiertem p53 die DNA-Bin-
dung von p53 verhindert (Raycroft et al., 1990, Kern et al., 1992, Bargonetti et 
al., 1991). In den Tumorzellen, in denen p53 mutiert ist - bei mehr als 50% aller 
Tumoren ist dies der Fall - kann p53 nicht mehr an DNA binden. Als Konse-
quenz davon findet in Tumorzellen eine p53-vermittelte Transkription nicht 
mehr statt. Interessanterweise ist es hierbei bereits ausreichend, wenn nur ein 
p53 Allel (von in menschlichen Zellen insgesamt zwei Allelen) an bestimmten 
Aminosäuren mutiert ist, um die Tetramerisierung von p53 zu verhindern. Die-
ses eine mutierte p53-Allel ist also dominant-negativ (Milner et al., 1991, 
Bischoff et al., 1991, Bargonetti et al., 1992, Kern et al., 1992, Srivastava et al., 
1993, Bond et al., 1994, Chene 1999). 
 
Tatsächlich findet man in Tumorzellen nur selten eine Deletion von TP53. Auch 
Verkürzungsmutanten von p53 kommen so gut wie nicht vor. Obwohl zur 
bloßen Inaktivierung von p53 die Mutation einer Aminosäure zu einem Stop-
Codon mit ähnlicher Häufigkeit auftreten sollte wie die Mutation einer Amino-
säure in eine andere, verwandte Aminosäure (also eine Aminosäure, die nur 
durch eine Basenaustauschmutation erreichbar ist), tritt die Mutation zu einem 
Stop-Codon nicht auf. Dies hat zu der Hypothese eines gain-of-function für das 
mutierte volle Länge-p53 geführt (Eliyahu et al., 1985, Dittmer et al., 1993, 
Harvey et al., 1995, Gualberto et al., 1998, K. Roemer, 1999). Nur, wenn das 
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(typischerweise an den exponierten Seitenketten der zentralen DNA-bindenden 
Domäne) mutierte p53 noch über eine C-terminale Oligomerisierungsdomäne 
verfügt, kann es mit den von dem zweiten TP53-Allel kodierten wildtypischen 
Versionen von p53 heteromerisieren (Baker et al., 1989, Hollstein et al., 1996, 
Cho et al., 1994, Greenblatt et al., 1994, I. Herskovitz, 1987, Bargonetti et al., 
1992, Srivastava et al., 1993, Chene et al., 1999, Kern et al., 1992). Der gain-
of-function besteht nun darin, daß bereits bestimmte (trans-dominant negative) 
Punktmutationen von p53 ausreichen, um auch das nicht mutierte p53 in die 
mutierte Konformation zu zwingen (Milner et al., 1991, Halazonetis et al., 1993, 
Finlay et al., 1988). In der besonderen Situation des p53 reicht also bereits die 
Punktmutation nur eines Allels aus, um auch das TP53, welches von dem an-
deren, noch intakten Allel kodiert wird, funktionell zu inaktivieren. Dieses wird in 
Heterooligomeren gebunden und davon abgehalten, als Homotetramer die p53-
Zielgene zu aktivieren (Kern et al., 1992). Funktionell entsprechen diese 
ausgewählten, tumorerzeugenden p53 Punktmutationen auf nur einem p53 
Allel also bereits dem p53 knock-out (p53-/-). Darüberhinaus bietet das in den 
Zellen akkumulierende, mutierte p53 gegenüber dem knock-out noch den wei-
teren Vorteil, daß es über Heterooligomerisierung auch die engen Verwandten 
des p53, die homologen Transkriptionsfaktoren p73 und p63 gleich mitaus-
schalten kann (Wolf et al., 1984, Eliyahu et al., 1985, Di Como et al., 1999, 
Gaiddon et al., 2001, Marin et al., 2000, Strano et al, 2002). Somit kann deren 
überlappendes Set an Zielgenen den Ausfall des p53 funktionell nicht mehr 
komplementieren (Jost et al., 1997, Bian et al., 1997 Zeng et al., 1998, Strano 
et al., 2000).  
 
Es gibt eine ganze Reihe von Genen, die durch p53 aktiviert werden können (A. 
J. Levine, 1997). Die wohl wichtigsten zwei Gene sind p21/Cip-1/WAF1 so-wie 
Mdm-2. p21 - die zwei anderen Namen stehen für cyclin-dependent kinase-
inhibitor protein 1 sowie wild-type p53 activated factor 1 - besitzt zwei zentrale 
Funktionen. Dadurch, daß p21 an Cyclin E/Cdk2-Komplexe bindet und hier-
durch den Abbau von p27Kip-1 verhindert, arretiert es die Zelle in G1 (Sherr et 
al., 1999). p21-Induktion verhindert die Phosphorylierung des Retinoblastoma-
proteins, pRb. Solange pRb in seiner unterphosphorylierten Form bleibt, hält es 
den S-Phase-spezifischen Transkriptionsfaktor E2F gebunden. (Menschliche 
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Zellen kodieren für drei Retinoblastoma-Proteine und haben sechs verschie-
dene E2F Gene mit überlappenden, aber nicht identischen Funktionen. Die 
Regulierung der einzelnen Subtypen verläuft stets analog.) Das Retinoblasto-
ma Tumorsuppressorprotein wirkt, über sein Herantitrieren von Histondeacety-
lasekomplexen, als Transkriptionsrepressor, der den E2F-vermittelten Eintritt 
der Zelle in die S-Phase verhindert. 
 
Zwar kann E2F auch in Gegenwart von pRb mit seinem Partnermolekül DP in-
teragieren, doch überwiegt die Transkriptionsrepressionseigenschaft solange 
pRb an E2F gebunden bleibt, so daß eine Induktion der E2F Zielgene nicht 
stattfindet (Brehm et al., 1999). E2F-vermittelte Genexpression wird mit dem 
Beginn der S-Phase gleichgesetzt und p21-Expression verhindert die hierzu 
notwendige inaktivierende Phosphorylierung von pRb. Interessanterweise ver-
mag p21 zusätzlich auch an freies, also nicht an pRb gebundenes E2F zu 
binden und als Repressor der E2F-vermittelten Transkription zu wirken (Dela-
vaine et al., 1999). Das Tumorsuppressorprotein p53 reguliert die p21-Expres-
sion und kann so den Eintritt der Zelle in die S-Phase verhindern. Da aber 
gleichfalls die Aktivität von p53 (teilweise) der Kontrolle durch E2F unterliegt, 
bildet sich eine autoregulatorische negative Rückkopplungsschlaufe, die nor-
male Zellen stabil der der G0-Phase hält (Vogelstein et al., 2000).  
 
Die Inaktivierung von p53 ist zwar notwendig, damit eine Zelle zu einer Tumor-
zelle wird, sie ist jedoch keinesfalls ausreichend. p53-Punktmutationen haben 
stets nur zur Folge, daß p53 nicht mehr an DNA binden kann und somit nicht 
mehr als transkriptioneller Aktivator des zentralen Schlüsselproteins p21/Cip-
1/WAF1 auftreten kann. Es wird in den Zellen also lediglich die Fähigkeit zum 
G1-Arrest aufgehoben (Harvey et al., 1991, Pietenpol et al., 1994). Zur vollen 
Transformation ist mindestens eine weitere Mutation erforderlich. Diese zweite 
Mutation muß die Zelle aktiv in die S-Phase schubsen. Sehr viele Mutationen 
oder Deletionen sind denkbar, doch stets wird es darauf hinauslaufen, den S-
Phase-spezifischen Transkriptionsfaktor E2F zu aktivieren. Eine Möglichkeit 
hierzu ist die zusätzliche Deletion des pRb-Gens (in beiden Allelen!!), die mit 
einer hohen Häufigkeit auch tatsächlich beobachtet wird. Funktionell äquivalent 
zu einer pRb-Deletion sind Mutationen in dem p16ink4a-Lokus. Das Genpro-
Einleitung                                                                                            Seite 12 
 
dukt, p16, kodiert für ein Protein, welches an die cyclinabhängige Kinase-4 bin-
det und diese inhibiert. Cdk4 wiederum ist für die Phosphorylierung von pRb 
zuständig. Fehlt also der Inhibitor p16 ink4a, so kann cdk4 pRb unkontrolliert 
phosphorylieren. Hierdurch wird der pRb-vermittelte Wachstumsarrest aufge-
hoben (siehe oben) und das freigesetzte E2F versetzt die Zelle in S-Phase. 
pRb und p53 sind demnach sehr wichtige Genprodukte. Sind beide gleichzeitig 
funktionell inaktiv, entartet eine normale Zelle zu einer Tumorzelle. 
 
DNA Tumorviren tun genau dies. Sie kodieren für Proteine, die sowohl pRb als 
auch p53 antagonisieren. Das wohl bekannteste DNA Tumorvirus, auch weil es 
eine signifikante medizinische Bedrohung darstellt, ist das humane Papilloma-
virus. Befällt (infiziert) ein solches Papillomavirus Plattenepithelzellen  der Cer-
vix (Gebärmutterhalszellen), so werden diese zur Unsterblichkeit transformiert 
und es entsteht ein Tumor (Dürst et al., 1987, H. zur Hausen, 1994). Verant-
wortlich hierfür sind die beiden viralen Nichtstrukturproteine E6 und E7, die je-
weils p53 und pRb abbauen bzw. antagonisieren (Werness et al., 1990, Scheff-
ner et al., 1990, Phelps et al., 1988, Dyson et al., 1989). Allein durch diese zwei 
simplen Schritte - funktionelles Ausschalten von pRb und p53 - entartet ei-ne 
normale Zelle zu einer Tumorzelle. War das die Intention des Virus? Nein, ein 
Virus möchte sich vermehren - und das am besten schnell -, zumindest je-doch 
bevor das Wirtsimmunsystem die Infektion der Zelle bemerkt hat und be-
kämpft. D. h., je ausgefeilter die Immunescape-Mechanismen eines Virus sind, 
desto mehr Zeit bleibt ihm für den Replikationszyklus in den infizierten Zellen. 
Tatsächlich korreliert die Replikationszeit von Influenza- (simpel, nur anti-in-
nate-Immunsystem Effektoren) über Adeno- (mittlere Komplexität, inklusive 
Anti-Cytokin- und Anti-MHC-Waffensysteme) zu Herpesviren (Proteinantago-
nisten gegen alle vorgenannten antiviralen Effektoren, zusätzlich NK-Zell-Anta-
gonisten) sehr gut mit ihren genetischen Fähigkeiten, sich zu verstecken. Die 
Transformation ist eher eine Nebenerscheinung, ein - allerdings notwendiges - 
Begleitprodukt in dem Bestreben des Virus, sich zu vermehren. 
 
Um sich zu vermehren, sind DNA-Viren darauf angewiesen, die notwendigen 
Kofaktoren, wie etwa dNTP-Bausteine oder PCNA (proliferating cell nuclear an-
tigen) als Hilfsprotein für die virale DNA-Polymerase, in den infizierten Zellen 
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vorzufinden. Hierzu müssen die Viren die infizierten Zellen dazu bringen, in die 
S-Phase zu gehen. Wie oben diskutiert, gelangt eine Zelle dann in die S-Pha-
se, wenn die beiden Proteine, die die Zellen in G1 halten, ausgeschaltet wer-
den. Es handelt sich dabei um die beiden Tumorsuppressorproteine pRb und 
p53. Alle DNA-Viren müssen diese zwei Proteine inaktivieren. In der Regel 
kommt es jedoch allein dadurch noch nicht zu einer Krebsentstehung, weil das 
Virus nun in der Lage ist, einen lytischen Infektionsweg einzuschlagen. Im Ver-
lauf dessen wird die infizierte Zelle nach Stunden oder auch erst nach Tagen 
zerstört und die Tochterviren werden freigesetzt. Dementsprechend können 
Adenoviren - sie verfügen mit E1A über einen pRb-Antagonisten (Bagchi et al., 
1990) und mit E1B-55k über einen p53-Antagonisten (Yew et al., 1992) – ru-
hende menschliche Zellen zwar infizieren und diese von G0 in die S-Phase 
bringen (woraufhin sie sich hierin replizieren), doch kommt es durch Adenovi-
rusinfektion nicht zur Tumorentstehung. Nur wenn in dem normalen - lytischen - 
Infektionsweg etwas schiefläuft, besteht die Chance zur Zelltransformation. 
Diese wird auch wahrgenommen, wenn die Voraussetzungen hierfür vorliegen.  
 
Soweit die viralen p53- und pRb-Antagonisten nach wie vor p53 und pRb anta-
gonisieren - Speziesbarrieren könnten dem entgegenstehen - und für den feh-
lenden Abschluß des produktiven Replikationszyklus des Virus ein wichtiger 
Grund vorliegt, kommt es zur Entartung (H. E. Ruley, 1983). Bei Adenoviren ist 
dies beispielsweise der Fall, wenn diese nicht-permissive Nagerzellen infizie-
ren (Cook et al., 1979, Schrier et al., 1983, Bernards et al., 1983a, Cook et al., 
1984, Kast et al., 1989). Adenoviren können natürlich auch menschliche Zellen 
transformieren, nur muß dort der Vollendung des replikativen Zyklus ein beson-
derer Grund entgegenstehen. Das Fehlen für den Replikationszyklus wichtiger 
Proteine in mutanten Adenovirusgenomen ist solch eine notwendige Voraus-
setzung. Engt man über Deletionen des Adenovirusgenoms den Bereich, der 
für die Transformation menschlicher Zellen mindestens notwendig ist, immer 
weiter ein, so endet man schließlich mit einem kleinen Fragment aus dem lin-
ken Ende des Adenovirusgenoms (map units 0,4 bis 11,2) (Graham et al., 
1974, van der Elsen et al., 1982, Chinnadurai, 1983). Interessanterweise ko-
diert dieser DNA-Abschnitt genau für die beiden viralen Proteine E1A und E1B-
55k, die Antagonisten zu pRb und p53.  
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Daß tatsächlich nur der pRb und p53-Antagonismus für die Transformation not-
wendig sind, kann man zeigen, indem man wahlweise die Proteine E1A oder 
E1B durch andere bekannte pRb und p53-Antagonisten ersetzt. Beispielsweise 
kann man konstititiv aktives myc mit mutiertem p53 kombinieren, und man er-
hält Transformation (Jenkins et al., 1984, Mowat et al., 1985). Selbst chimäre 
Moleküle zusammengesetzt aus E1A-Fragmenten und myc-Mutanten rekon-
stituieren die Zellentartung (R. Ralston, 1991, Deleu et al., 2001). Andererseits 
ergibt E1A mit ras kombiniert ebenfalls Transformation (H. E. Ruley, 1983, 
Phelps et al., 1988). Ras ist ein p53-Antagonist. Mutiertes, also konstitutiv ak-
tives ras kann nicht mehr die Transkription der D-Typ Cycline unterstützen. 
Gleichzeitig führt eine unregulierte Aktivität der ras-abhängigen Phosphatidyl-
inositol 3-Kinase (PI3K) zu einer Phosphorylierung der D-Typ Cycline, weil PI3K 
Akt, einen negativen Regulator der Glykogen Synthase Kinase 3β (GSK-3β) 
inaktivierend phosphoryliert (Diehl et al., 1998). Die nunmehr stattfindende 
Phosphorylierung der D-Typ Cycline führt zu deren Destabilisierung und Ab-
bau. Die inaktivierende Phosphorylierung des S-Phase-Inhibitors pRb - hierfür 
werden die D-Typ Cyline benötigt - wird bei ras Mutation also auf zweierlei We-
gen unterbunden (Sherr et al., 1999). Normalerweise wird pRb von der cyclin-
abhängigen Kinase-4 phosphoryliert, welche zusammen mit p21cip-1/WAF1 und 
den D-Typ Cyclinen in einem Komplex vorliegt. Durch den Abbau des Cyclins 
zerfällt der Komplex und p21 wird freigesetzt (LaBaer et al., 1997, Hall et al., 
1995, Cheng et al., 1999).  
 
Freigesetztes p21 kann nun an die E-Typ Cycline und die cyclin-abhängige 
Kinase-2 binden und so die autostimulatorische Phosphorylierung von pRb 
wirkungsvoll verhindern (Sherr et al., 1999). Da auf der anderen Seite p21 aber 
ein notwendiger Bestandteil des Cyclin-D/Cdk 4-Komplexes, der die initiale 
pRb-Phosphorylierung bewirkt, ist, erklärt dies auch, warum der - eigentlich 
naheliegende - p21 Gen-knock-out in der Natur nicht vorkommt (Shiohara et al., 
1997). Das p21 Protein wird physisch sowohl für die Inhibition als auch die 
Aktivierung der Zellteilung benötigt. Den funktionellen p21 knock-out kann man 
aber erhalten, indem man die Aktivierung von p21 zum Zwecke des Zellzyklus-
arrest ausschaltet. Dies erreicht man - oder die Natur - indem der transkriptio-
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nelle Aktivator von p21 - nämlich das Tumorsuppressorprotein p53 - in einer Art 
und Weise mutiert wird, so daß es die Induktion des p21 Gens nicht mehr 
bewirken kann (siehe oben). p21 liegt aber nach wie vor physisch in den Zellen 
in einem Komplex mit cyclin-D/cdk 4 vor. Dort wird es auch gebraucht, um - in 
Abhängigkeit von fötalem Kälberserum - den Eintritt der Zelle in die S-Phase 
(über die pRb-Phosphorylierung) zu vermittlen. 
 
Die Zelltransformation durch DNA Tumorviren konnte man als abortive Infek-
tion betrachten (siehe oben). Tumorzellen jedoch sind bereits transformiert, sie 
befinden sich quasi dauerhaft im Zellzyklus, so daß der virusvermittelte Eintritt 
in die S-Phase gar nicht mehr unbedingt notwendig ist. Man könnte also argu-
mentieren, daß Viren, die solche bereits entarteten Zellen befallen, gar nicht 
mehr darauf angewiesen sind, ihre p53- und pRb-Antagonisten mitzubringen. In 
den Zielzellen sind pRb und p53 ja bereits mutiert. Das heißt auf der ande-ren 
Seite aber auch, man könnte zur Infektion solcher Tumorzellen Virusmutan-ten 
verwenden, bei denen die viralen p53- und/oder pRb-Antagonisten deletiert 
sind. Genau dies war das Konzept von Bischoff et al. (Bischoff et al., 1996).  Er 
hat als erster berichtet, daß sich ein Adenovirus, dem man seinen p53-Antago-
nisten E1B-55k deletiert hat, selektiv nur auf solchen Zellen vermehrt, die kein 
funktionelles p53 mehr besitzen, also auf Tumorzellen. Auf den umgebenden 
normalen Zellen hingegen war diese Adenovirusmutante in ihrer Replikations-
fähigkeit nicht gehemmt. Ursächlich beteiligt hieran war das Fehlen des viralen 
p53-Antagonisten, E1B-55k, in den Genomen der adenoviralen Deletionsmu-
tanten. Dies führte zu dem Konzept des selektiv onkolytischen Virus (Bischoff 
et al., 1996), denn diese Deletionsmutanten konnte man möglicherweise zur 
Tumortherapie einsetzen. Vermehren kann sich solch ein Virus nur in Zellen, 
die selbständig in die S-Phase gelangen - diese werden durch die Virusrepli-
kation dann schließlich lysiert - wohingegen das ebenfalls infizierte Normalge-
webe nur abortiv infiziert wird.  
 
Kann man also unter Verwendung solcher onkolytischer Viren eine Regression 
selektiv nur des entarteten Zellklons, der Tumormasse, herbeiführen? Diese 
Frage ist nicht unumstritten. Klar ist, daß sich Onxy-Pharmaceuticals mit die-
sem E1B-55k-deletierten Virus gegenwärtig in Phase III einer klinischen Studie 
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zur Therapie des besonders schwer operablen Kopf- und Halskrebses befindet. 
Die bisherigen Phase I und Phase II Studien waren außerordentlich vielver-
sprechend (Kirn et al., 1998, Ganly et al., 2000, Khuri et al., 2000, Lamont et 
al., 2000, Neumaniatis et al., 2000). Insbesondere wenn p53 gleichzeitig sti-
muliert wurde - über γ-Bestrahlung, Induktion von DNA-Schäden durch Chemi-
kalien - konnte die Effektivität des attenuierten, tumorselektiven Adenovirus 
noch weiter gesteigert werden (Heise et al., 1997, Heise et al., 2000b, Rogulski 
et al., 2000, You et al., 2000). Das Konzept dieses p53-selektiven E1B-defi-
zienten Adenovirus scheint in der Praxis so erfolgreich, daß seine Anwendung 
inzwischen auch für andere Krebsarten erprobt wird (Vasey et al., 2000, Reid et 
al., 2000, Hecht et al., 2000, Heise et al., 2000a, Habib et al., 2001).  
 
Gleichwohl gibt es eine Forschergemeinde, die die Wirksamkeit dieses E1B-
losen Adenovirus im allgemeinen, und die Abhängigkeit seiner selektiven 
Replikationsfähigkeiten von dem p53-Status der infizierten Zellen im besonde-
ren, in Zweifel ziehen. Verschiedene Forscher hatten gefunden, daß die Repli-
kation dieses E1B-deletierten Adenovirus - auch bekannt unter dem Namen 
ONYX-015 - unabhängig von dem p53 Status der infizierten Zellen sein soll 
(Rothman et al. 1998, Turnell et al., 1999). In diesen beiden Studien wurden 
p53 postive (p53+/+, keine p53 Mutationen) Tumorzellen mit anderen Tumor-
zellen verglichen, die kein funktionelles p53 mehr aufweisen (p53-/- oder 
p53mut/*). Funktionelles und wildtypisch-reguliertes p53 ist in Tumorzellen aber 
nicht erlaubt (siehe oben). Da p53 selber aber nur in 50% aller Tumorzellen 
mutiert ist, stellt sich die Frage, was mit den anderen 50% ist - offenbar ist 
funktionelles p53 ja auch nicht verboten. Vielfach wird für Tumorzellen beob-
achtet, daß sie - obwohl genotypisch p53+/+ - aufgrund anderer Mutationen im 
p53-Regelkreislauf dennoch nicht über ein vollwertiges p53 verfügen. 
 
Mdm-2 ist ein wichtiger negativer Regulator von p53. Ganz analog wie das 
adenovirale Onkoprotein E1B-55k bindet Mdm-2 an den N-Terminus von p53 
(tatsächlich binden beide sogar an die gleichen Aminosäuren 22/23) (Lin et al., 
1994). Mdm-2 ist - wiederum wie E1B-55k - eine E3-Ubiquitinligase, welche 
spezifisch für p53 ist (Honda et al., 1997, Haupt et al., 1997b, Kubbutat et al., 
1997, Querido et al., 1997, Steegenga et al., 1998, Momand et al., 2000). 
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Funktionelles Mdm-2 inaktiviert p53 durch Bindung an p53 Tetramere und 
destabilisiert p53, indem es p53 für den proteasomalen Abbau markiert (Mar-
ston et al., 1995, Kubbutat et al., 1998, Fang et al., 2000). In manchen transfor-
mierten Zellen - besonders in Osteosarcomen - wird die Inaktivierung von p53, 
unter Beibehaltung des p53+/+ Genotyps, erreicht, indem es zu einer Multimeri-
sierung der Genkopienzahl des MDM2 Gens kommt (Oliner et al., 1992). Der 
funktionelle p53 knock-out wird hier also über die Überexpression des p53-An-
tagonisten Mdm-2 erreicht. Die gegebenenfalls gebotene Akkumulation von p53 
- nach γ-Bestrahlung, nach Endoreduplikation - und der notwendige, p21-
vermittelte Zellzyklusarrest kann in diesen Zellen auch in Gegenwart des nicht 
mutierten TP53 Gens nicht mehr stattfinden. 
 
Interessanterweise ist Mdm-2 selbst ein Zielgen p53-vermittelter Transkrip-
tionsaktivierung (Barak et al., 1993). Hierdurch wird eine negative Rückkopp-
lungsschlaufe etabliert (Wu et al., 1993). p53 aktiviert seinen eigenen negati-
ven Regulator, Mdm-2 (Momand et al., 1992). Dieses Mdm-2 ist ein Molekül, 
welches eingehende Reize integriert. Z. B. kann es nach DNA-Schäden an ver-
schiedenen Stellen phosphoryliert werden, wodurch seine Fähigkeit, p53 zu 
ubiquitinieren, gehemmt wird (Khosravi et al., 1999, Mayo et al., 1997). Mit Hil-
fe dieses sensitiven Regelkreislaufs wird - über den eigentlichen Master Regu-
lator Mdm-2 - die Aktivität des Tumorsuppressorproteins p53 jeweils nur dann 
zugelassen, wenn die Interaktion von p53 mit Mdm-2 gestört ist (Momand et al., 
2000, Shieh et al., 1997). Weitere posttranslationale Modifikationen des Mdm-2 
- z. B. Acetylierungen und Sumoylierungen - tragen zur Feinjustierung von 
Mdm-2 bei, in Abhängikeit derer Mdm-2 entweder sich selbst oder p53 ubiqui-
tiniert (Fang et al., 2000, Buschmann et al., 2000). Mdm-2 entscheidet also da-
rüber, ob p53 als Transkriptionsaktivator von p21 wirken und dadurch den Zell-
zyklusarrest herbeiführen kann oder nicht.  
 
Der p53-Antagonist Mdm-2 unterliegt der Kontrolle durch einen negativen Re-
gulator der Mdm-2-Aktivität, p14ARF (Quelle et al., 1995, Brown et al., 1998, 
Zhang et al., 1998, Zhang et al., 1999). Dieser Antagonist des p53-Antago-
nisten Mdm-2 ist somit ein p53 Agonist (Stott et al., 1998, Pommerantz et al., 
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1998, Kamijo et al., 1998, Honda et al., 1999). In der überwiegenden Mehrzahl 
der Fälle, bei denen in Tumorzellen der p53+/+ Genotyp vorliegt, ist p14ARF ent-
weder mutiert (nicht deletiert, da ein überlappender Leserahmen für das wichti-
ge Genprodukt p15ink4a kodiert) oder durch Hypermethylierung des p14ARF-Pro-
motors stillgelegt (Esteller et al., 2001). In Kenntnis dieser Tatsachen erschei-
nen die Studien von Rothmann et al. und Turnell et al. (Rothmann et al., 1998, 
Turnell et al., 1999) nun plötzlich in einem anderen Licht. Die Unmöglichkeit der 
Autoren, die Ergebnisse von Bischoff et al. (Bischoff et al., 1996) zu repro-
duzieren, ließ sich ganz elegant über den mutierten p14ARF Status der verwen-
deten p53-positiven Tumorzellinien erklären (Ries et al., 2000). Verwendete 
man stattdessen eine Tumorzellinie die sowohl p53-positiv als auch p14ARF 
wild-typisch war, konnte die Selektivität des E1B-55k-deletierten Adenovirus, 
ONYX-015, wieder hergestellt werden (Ries et al., 2000). Diese Arbeit ist in der 
Fach-welt jedoch nicht unumstritten, vereinzelt wurde ihr bereits widersprochen 
(Dix et al., 2001, Edwards et al., 2002). All dies wirft aber doch die Frage auf: 
Was ist denn nun die Rolle von p53 während der Adenovirusinfektion? 
 
Klar ist, daß Adenoviren p53 in den infizierten Zellen abbauen (Grand et al., 
1994, Steegenga et al., 1998). Hierfür ist, in Kooperation mit E4 orf6, das frühe 
adenovirale Genprodukt E1B-55k verantwortlich, welches direkt an p53 bindet 
(Sarnow et al., 1982a, Querido et al., 1997). Durch Mutation derjenigen Amino-
säuren von p53, welche direkt mit E1B-55k interagieren (Kao et al., 1990, Lin et 
al., 1994), war in unserer Arbeitsgruppe bereits vor einiger Zeit eine E1B-55k-
resistente p53-Variante generiert worden (Roth et al., 1998). Mit diesem 
p53mt24-28 stand nun erstmals ein Werkzeug zur Verfügung, den Einfluß von 
p53 auf die Adenovirusreplikation direkt durch Überexpression der nicht-ab-
baubaren p53-Variante, p53mt24-28, zu analysieren (Koch et al., 2001). Die 
Autoren haben den Einfluß sowohl von überexprimiertem wt-p53 als auch der 
überexprimierten E1B-55k-resistenten p53-Mutante auf die Replikationsfähig-
keit ausschließlich von wt-Adenoviren untersucht (Koch et al., 2001). Die ver-
wendeten Zellinien waren wie folgt gewählt: H1299 Zellen sind genotypisch 
p53-/- und sollten daher keine weiteren Mutationen im p53 Regelkreis aufwei-
sen. Frisch isolierte humane Nabelschnurendothelzellen (HUVEC) besitzen 
ebenfalls einen intakten p53 Pathway. Es stellte sich heraus, daß ein Einfluß 
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auch des massiv überexprimierten p53 auf die Adenovirusreplikation nicht 
feststellbar war (Koch et al., 2001). Es blieb also die Frage: Warum hat Adeno-
virus dieses p53-antagonisierende Protein E1B-55k entwickelt und in seinem 
Genom über Generationen hinweg erhalten? 
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2.2. Aufgabenstellung: 
 
Das E1B-55k-deletierte, tumorselektive Adenovirus, ONYX-015 ist in seiner 
Replikationsfähigkeit behindert (Pilder et al., 1986a, Barker et al., 1987, Stee-
genga et al., 1999b), weil durch das Fehlen des E1B-55k Proteins auch der 
Mediator des selektiven Exports der viralen späten mRNA-Transkripte nicht 
mehr vorhanden ist (Babiss et al., 1985, Pilder et al., 1986a, Leppard et al., 
1989). Kurz vor Beginn der Arbeiten war eine Punktmutante von E1B-55k be-
schrieben worden, E1B-55k R239A, welche zwar nicht mehr an p53 zu binden 
vermag, gleichzeitig aber noch kompetent für den virus-host-shut-off, den se-
lektiven Export der späten viralen Transkripte, ist (Shen et al., 2001). Die Au-
toren hatten aber weder untersucht, ob dieses punktmutierte E1B-55k Protein 
die transkriptionelle Aktivität von p53 noch zuläßt, noch hatten sie Untersu-
chungen dazu angestellt, ob Viren, die für dieses punktmutante E1B-55k ko-
dieren, sich auf p53-positiven Zellen selektiv besser vermehren, also eine on-
kolytische Spezifität aufweisen (Shen et al., 2001). Auch von E1A ist bekannt, 
daß es sowohl zu der Akkumulation von p53 in den adenovirusinfizierten Zellen 
beiträgt (Lowe et al., 1993a), auf der anderen Seite aber behindert E1A die 
transkriptionelle Aktivität von p53 (Steegenga et al., 1996, Somasundaram et 
al., 1997, Lill et al., 1997b). Somit stellt sich die Frage: Kann die Tumorselek-
tivität eines E1B-mutierten Adenovirus gesteigert werden, indem man zusätz-
lich gezielt Mutationen in das E1A Gen einführt? 
 
Auch die Arbeiten von Koch et al. (Koch et al., 2001) ließen durchaus noch 
Fragen offen: Obwohl wir mit Hilfe der Mutante p53mt24-28 die E1B-55k-p53 
Interaktion ausgeschaltet hatten (Roth et al., 1998), beobachteten wir dennoch 
keinen restringierenden Einfluß des überexprimierten p53mt24-28 auf die Ade-
novirusreplikation. Dies könnte daran liegen, daß Adenovirus neben E1B-55k 
und E4 orf6 noch weitere p53-inaktivierende Genprodukte kodiert. Ein guter 
Kandidat wäre E1B-19k. In Abwesenheit von E1B-19k zeigte sich - und zwar in 
Abhängigkeit von dem p53-Status der Zielzellen - eine vermehrte Lyse der in-
fizierten Zellen (Sauthoff et al., 2000, Pilder et al., 1984). Ein Einfluß des p53-
Status auf die Replikationseffizienz konnte hingegen nicht bemerkt werden 
(Sauthoff et al., 2000). Möglicherweise ist E1B-19k, auch ohne direkt mit p53 zu 
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interagieren, ein weiterer viraler p53-Antagonist. Die Folgen einer p53-Ak-
kumulation, die in dem Auslösen der Apoptose bestehen, können durch E1B-
19k verhindert werden (Bernards et al., 1986, Barker et al., 1987, Debbas et al., 
1993,  Han et al., 1996, Cuconati et al., 2002). Kann man also die Sensiti-vität 
der tumorspezifischen Adenoviren gegenüber p53 dadurch noch weiter 
steigern, daß man zusätzlich zu der inaktivierenden Mutation des E1B-55k 
auch den überlappenden Leserahmen E1B-19k aus dem Virusgenom entfernt ?  
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3. Materialien  
 
 
3.1. Zellinien  
 
 
A549 Zellen (p53+/+, humane kleine Lungenkarzinomzellen, ATCC CCL-185.1), 
H1299 Zellen (p53-/-, humanes Großzellen Lungenkarzinom, Lee et al., 1992), 
HER 911 Zellen (Adenovirus E1 transformierte humane endotheliale Retina-
zellen (Fallaux et al., 1996), Hela Zellen (Papillomavirus E6 & E7 transformier-
te humane Zervixkarzinomzellen (Schwarz et al., 1985) wurden in Dulbeccos 
Modified Eagle Medium gehalten, welches zusätzlich mit 10% fötalem Kälber-
serum (FCS),  200 µM L-Glutamin, 50 U/ml Penicillin, 50 µg/ml Streptomycin, 
2µg/ml Tetracyclin und 10 µg/ml Ciprofloxacin versetzt wurde.  
 
Zum Splitten der konfluenten Zellrasen in Zellkulturflaschen der Firma Greiner 
wurden diese einmal mit 20 ml PBS def. (3.4.) gewaschen und bei 
Raumtempe-ratur ca. 5 Min mit Trypsin/EDTA (Fa. Gibco) inkubiert, die 
Suspension wurde mit 10 ml Medium versetzt und nach Auf- und Abpipettieren 
wurden neun Zehn-tel entnommen zum Verwerfen und der Rest nach Zugabe 
von 35 ml Vollmedi-um wieder bei 37°C, 95% Luftfeuchtigkeit und 5,0% CO2 
inkubiert. 
 
LS174T Zellen (p53+/+, humane Dickdarm-Epithelzellen, Tom et al, 1976) wur-
den in RPMI 1640 Medium (3.4.) gehalten. Hela PML++ Zellen (stabil transfi-
ziert mit einem geneticinresistenten Tet-Off-System und einem hygromycinresi-
stenten, induzierbaren Pml Gen, Sternsdorf et al., 1995) wurden in Dulbeccos 
Modified Eagle Vollmedium zusätzlich versetzt mit 400 µg/ml Geneticin und 200 
µg/ml Hygromycin gehalten, dem anstelle des Tetracyclin 50 µg/ml Doxy-cyclin 
zugegeben wurde. 
 
Zum Einfrieren der Zellinien wurden konfluente Zellrasen wie gewohnt gesplit-
tet und die Zellsuspension bei 1000 rpm in einer Heraeus Megafuge 1.0 R für 
10 Min. pelletiert. Die Zellniederschläge wurden dann in Kryomedium (90% 
FCS, 10% DMSO) resuspendiert und in Kryotubes (Fa. Gibco) aliquotiert. Die-
se wurden in einem 50 ml Falcon Röhrchen langsam auf -80°C abgekühlt und 
dann in flüssigem Stickstoff (-195°C) verwahrt. 
 
 
 
3.2. Antikörper 
 
 
Primär-Antikörper: 
 
Antigen Klon Verdünnung Spezies Quelle 
 
ADV E2A B6-8 1/20  Maus mono. (Reich et al., 1983) 
p53  1801 1/20.000 Maus mono. Oncogen Ab-2, OP09 
p53  DO-1 1/20.000 Maus mono. Oncogen Ab-6, OP43 
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p53  fl 393 1/400  Kaninchen Sta. Cruz Sc6243 
p21/Cip-1  1/4.000 Maus mono. Transduction #606-259-1550 
hdm2  3G5 1/100  Maus mono. (Bottger et al., 1997)  
hdm2  2A10 1/200  Maus mono.  (Lianes et al., 1994)  
Ku80   1/15.000 Maus mono.  Pharmingen #65941A 
ß-actin  1/10.000 Maus mono.  Abcam 6276 
E1B   2A6 1/100  Maus mono.  (Sarnow et al., 1982b) 
E4 orf6 m45 1/200  Maus mono.  (Obert et al., 1994) 
E4 orf6 RSA3 1/200  Maus mono. (Marton et al., 1990) 
E4 orf3  1/2.000 Kaninchen (Carvalho et al., 1995) 
Pml  PGM31/500  Maus mono.  (Flenghi et al., 1995) 
PARP  Ab-2 1/2.000 Maus mono.  (Oncogene Research) 
ADV hexon  1/2.000 Ziege poly. (Biogenesis) 
E1A  Ab-2 1/10.000 Maus mono. (Calbiochem) 
p53, S-15(P) 16G8 1/2.000 Maus mono.  (Cell Signalling) 
bax   1/2.000 Maus mono.  (Transduction Lab.) 
p73   1/1.000 Kaninchen (Pharmingen) 
 
Sekundär-Antikörper: 
 
Peroxydase-gekoppelter Ziege anti-Maus IgG (1/20,000) Jackson Immuno Res. 
Peroxydase-gekoppelter Kaninchen anti-Maus IgG (1/20,000) Jackson Immuno  
Peroxydase-gekoppelter Esel anti-Ziege IgG (1/20,000) Jackson Immuno Res. 
Alexa Fluor 488-gekoppelter Ziege anti-Maus IgG (1/400) Molecular Probes 
Alexa Fluor 594-gekoppelter Ziege anti-Kaninchen IgG (1/400) Molecular Prob. 
Alexa Fluor 594-gekoppelter Ziege ant-Maus IgG (1/400) Molecular Probes 
 
 
 
3.3. Plasmide 
 
 
pAdEasy-1   (He et al., 1998) 
pAdEasy-2   (He et al., 1998) 
pRcp53   (Lin et al., 1994) 
pCp53   (Baker et al., 1990) 
pCMV.NeoBam  (Baker et al., 1990) 
pCMV.NeoBam.egfp (Hobom et al., unveröffentlicht) 
pcDNA.3.1   (Invitrogen) 
pcDNA.3-E1A-13S   (Wienzek et al., unveröffentlicht) 
pGl3-BP100Luc  (Freedman et al., 1997) 
pCGN-E1B-55k  (Dobbelstein et al., 1997) 
pCMV-E4orf6  (Dobner et al., 1996) 
pCMV-E4orf3  (König et al., 1999) 
pCMV-βGal   (Hobom et al., unveröffentlicht) 
pcDNA.3-βGal  (Hobom et al., unveröffentlicht) 
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3.4. Puffer, Lösungen 
 
 
Dulbeccos Modified Eagle Medium  #22320-022 Fa. Gibco 
 
 
PBS def.      137 mM NaCl,  2,7 mM KCl,  
8,1mM Na2HPO4,  1,5 mM KH2PO4 
 
RPMI 1640 Medium   #42402-016 Fa. Gibco 
 
RIPA      1% Triton X-100 (v/v), 
      1% Desoxycholat (w/v), 
      0,1% Natriumdodecylsulfat (SDS) (w/v), 
      20 mM Tris/HCl pH 8,5,  
      0,15 M NaCl, 
      10 mM EDTA, 
      5% Trasylol, 100.000 KIE (v/v), 
      10 mM Iodo-acetamid, 
+1 mM PMSF (aus 50 mM in iPrOH). 
 
6x Lämmli     0,35 M Tris/HCl pH 6.8,  
30% Glycerol (v/v), 
      10% SDS (w/v),  
9,3% Dithiotheitol (w/v), 
      0,012% Bromphenolblau (BPB). 
 
SDS-Laufpuffer    0,1% SDS, 25 mM Tris, 192 mM Glycin. 
 
10x Western Salts    60,55 g Tris,  288,1 g Glycin, 
      ad 2000 ml, pH ad 8,3,  
+ 2 ml 20% SDS. 
 
PBST      PBS++ + 0.1% Tween-20 
 
PBS++     PBS def.  
+ 1,1 mM MgCl2 + 1,2 mM CaCl2 
 
Blocking Solution    10 % FCS in PBS++  
 
Fluoprep     # 5521 Fa. BioMérieux 
       
6 x DNA Probenpuffer   40% Sucrose, 10% Glycerol,  
0,25% BPB. 
 
LB-Medium     10 g Bactopepton, 5 g Hefeextrakt, 
      10 g NaCl, ad 1 l H2O,  
ggf. +1,5% Bacto-Agar (w/v).  
     
50x TAE-Puffer    2 M Tris, 1M Essigsäure, 0,1 M EDTA. 
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10 x TBE Puffer    0,9 M Tris, 0,9 M Borsäure,  
20 mM EDTA. 
    
Formamid-Puffer   80% Formamid, 25 mM EDTA pH 8,0,  
50 mg/ml Dextranblau in Wasser  
 
 
 
3.5. Oligonukleotide 
 
 
Alle Primer von MWG Biotech wurden in dd H2O zu einer Konzentration von 
100 pmol/µl gelöst. 
 
Primer für ∆E1B-19k: 
 
337like-hin 5‘-CTT GCT GGA ACA GAG CTC AAG CTT ATC TGG 
GTC ACC AGG CGC-3‘ 
337like-rück 5‘-GCG CCT GGT GAC CCA GAT AAG CTT GAG CTC 
TGT TCC AGC AAG-3‘ 
337.Seq  5‘-GTG GGC TAA TCT TGG TTA CAT CTG-3‘ 
 
Primer für E1B-55k R239A: 
 
Onyx-051for 5‘GGT TAT TAT GAA TGT AGC GTT TAC GGG CCC CAA 
TTT TA-3‘ 
Onyx-051rev  5‘-GCT AAA ATT GGG GCC CGT AAA CGC TAC ATT 
CAT AAT AA-3‘ 
E1B-270Hin   5‘-TGC TAC ATT TCT GGG AAC GG-3‘ 
 
Primer für E1A.R2G Mutation: 
 
E1A-R2G-hi 5‘-CCG GGA CTG AAA ATG GGT CAT ATC ATA TGC 
CAC GGA GGT GTT-3‘ 
E1A-R2G-rü 5‘-AAC ACC TCC GTG GCA TAT GAT ATG ACC CAT TTT 
CAG TCC CGG-5‘ 
E1A-Seq-pri  5‘-GTG AGT AAG TCA ATC CCT TCC TGC-3‘ 
 
Primer für E1A ∆2-36 Mutation: 
 
E1A.2-36BstBIfor 5‘-GGA CTG AAA ATG CAT TTC GAA CCA CCT ACC 
CTT CAC G-3‘ 
E1A.2-36BstBIrev 5‘-CGT GAA GGG TAG GTG GTT CGA AAT GCA TTT 
TCA GTC C-3‘ 
Ad5 334-NotIhin 5‘-CGA ATT CGC GGC CGC GTA ATA TTT GTC TAG 
GGC-3‘ 
 
Primer für E1A ∆25-36 Mutation: 
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Delta.25-36FOR 5‘-GGA CCA GCT GAT CCA TTT CGA ACC ACC TAC 
CCT TCA CG-3‘ 
Delta.25-36Rück 5‘-CGT GAA GGG TAG GTG GTT CGA AAT GGA TCA 
GCT GGT CC-3‘ 
 
Primer für E1A ∆15-25 Mutation: 
 
E1A del15-25hin 5‘-GTT ATT ACC GAA GAA GAG GTA CTG GCT GAT-3‘ 
E1A del15-25rück 5‘-ATC AGC CAG TAC CTC TTC TTC GGT AAT AAC-3‘ 
 
Primer für E1A L19S.L20N.L23S.I24A: 
 
E1A.LLLIhin 5‘-GAA ATG GCC GCC AGT TCT AAT GAC CAG AGC 
GCT GAA GAG GTA CTG GCT-3‘ 
E1A.LLLIrück 5‘-AGC CAG TAC CTC TTC AGC GCT CTG GTC ATT 
AGA ACT GGC GGC CAT TTC-3‘ 
Seq.rev.aa130 5‘-CAC AAA CTC CTC ACC CTC TTC-3‘ 
 
Primer für Mdm-2-RT-PCR: 
 
Mdm2-RT  5‘-AAC ATC TGT TGC AAT GTG ATG G-3‘ 
Mdm2-for  5‘-TCA GGA TTC AGT TTC AGA TCA G-3‘ 
Mdm2-rev  5‘-CAT TTC CAA TAG TCA GCT AAG G-3‘ 
 
Primer für p21-RT-PCR: 
 
p21-RT  5‘-GGA AAA GGA GAA CAC GGG ATG AGG AGG-3‘ 
p21-hin  5‘-CCT GGC ACC TCA CCT GCT CTG CTG-3‘ 
p21-rück  5‘-GCA GAA GAT GTA GAG CGG GCC TTT-3‘ 
 
Primer für Ad II-Orf3: 
 
Orf3-fo  5‘-TTT AAG CTT TTA TTC AAA AGA TTA TCC AAA AC-3‘ 
Orf3-rev  5‘-AAA CCA TGG TAC TAA GCG ACG AAC TCC-3‘ 
 
 
 
3.6. Viren 
 
 
Ad 300 wt    (Ensinger et al., 1972)  
Ad dl309    (Jones et al., 1979) 
Ad E4inorf3    (Huang et al., 1989) 
Ad dl337    (Pilder et al., 1984) 
Ad dl338    (Pilder et al., 1986a) 
Ad p53mt24-28    (Koch et al., 2001) 
Ad ßGal    (Koch et al., 2001) 
Ad E1B R239A   (Hobom et al., unveröffentlicht) 
Ad ∆E1B-19k   (Hobom et al., unveröffentlicht) 
Ad 2x mut    (Hobom et al., unveröffentlicht) 
Materialien & Methoden                                                                     Seite 27 
 
Ad E1B R239A.E1A R2G   (Hobom et al., unveröffentlicht) 
Ad E1B R239A.E1A ∆25-36  (Hobom et al., unveröffentlicht) 
Ad 2x mut E1A ∆25-36  (Hobom et al., unveröffentlicht) 
Ad II-Orf3    (Hobom et al., unveröffentlicht) 
Ad II-βGal    (Hobom et al., unveröffentlicht) 
Ad p73∆Nα    (Kartasheva et al., unveröffentlicht) 
Ad p73∆Nβ    (Kartasheva et al., unveröffentlicht) 
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4. Methoden 
 
 
4.1. SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese 
 
 
SDS Polyacrylamid-Gele bestehen aus einem Trenn- und einem Sammelgel. 
Für ein 10%iges Trenngel verwendet man ein Gemisch aus 15,8 ml dd H2O, 
13,3 ml einer 30%igen Acrylamid-Lösung (Acrylamid:Bisacrylamid 37,5:1), 10,0 
ml 1.5 M Tris/HCl pH 8.8, 200 µl 20% SDS. Zur Initiation der Polymerisation 
versetzt man mit 400 µl 10% Ammoniumperoxodisulfat und 16 µl Tetramethyl-
ethylendiamin (TEMED) und überschichtet mit Isopropanol. 
 
Zur Herstellung des 5%igen Sammelgels verwendet man 13,6 ml dd H2O, 3,4 
ml einer 30%igen Acrylamid-Lösung, 2,5 ml 1 M Tris/HCl pH 6.8, 100 µl 20% 
SDS, 200 µl 10% Ammoniumperoxodisulfat und 20 µl TEMED.  
 
Die infizierten (transfizierten) Zellen werden in 6 well Platten mit einem Gummi-
schaber abgekratzt, die Suspension in ein Eppendorf-Gefäß überführt und bei 
4000 rpm (1780 x g) in einer Hettich-Tischzentrifuge pelletiert. Der Nieder-
schlag wird in 200 µl RIPA (3.4.) aufgenommen und mit 50 µl 6xLämmli ver-
setzt. Durch auf- und abpipettieren und vortexen wird die zelluläre DNA frag-
mentiert und die noch viskose Lösung für 5 Min. bei 95°C hitzeinaktiviert. 
 
Die gelelektrophoretische Auftrennung der Proteine erfolgte in SDS-Laufpuffer 
(3.4.) bei 90 V und unlimitierter Stromstärke. Als Größenstandard wurde der 
prestained Marker von Gibco verwendet. 
 
 
 
4.2. Western-Blotting-Verfahren 
 
 
Der Transfer der Proteine auf eine Nitrocellulosemembran (Protran B83, 0,2 µm 
Porengröße, Fa. Schleicher & Schüll) erfolgte im Naßblotverfahren. Ein oder 
mehrere Lagen Whatmanpapier wurden in Western Salts / 15% Methanol 
eingeweicht und mit der wassergetränkten Nitrocellulosemembran überschich-
tet. Darauf folgt luftblasenfrei das Trenngel, erneut überschichtet mit einge-
weichtem Whatmanpapier, gefolgt von einem das Stromfeld verwirbelnden 
Schwamm. Der Transferblot erfolgt nun, die Nitrocellulose-Membran zur Ano-
denseite, in Western Salts / 15% Methanol bei 37 V und 500 A über Nacht. 
 
 
 
4.3. Immunodetektion von Proteinen 
 
 
Die Nitrocellulosemembran (4.2.) wird mit 5% Milchpulver in PBST (3.4.) ge-
blockt. Anschließend werden die Primär-Antikörper aus 3.2. zugegeben und 2 h 
unter gelegentlichem Schwenken inkubiert. Nach vielfachem Waschen in PBST 
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werden die Sekundär-Antikörper aus 3.2. zugegeben und 1 h inkubiert. Nach 
gründlichem Waschen in PBST werden die Luminol- und H2O2-Komponenten 
des Super Signal West Dura Kits (Fa. Pierce) 1:1 gemischt. Man träufelt 1 ml 
des Gemisches auf den Blot, streicht die überschüssige Lösung heraus und 
schweißt die Nitrocellulosemembran in Krups Haushaltsfolie ein. Zur Detektion 
der Proteinbanden werden Kodak Biomaxx Filme verwendet. 
 
 
 
4.4. Immunfluoreszenz 
 
 
In einem heparinbeschichteten 4 well Objektträger (Fa. Labtek) werden am 
Vortag 80,000 Zellen ausgesäht. Die infizierten (transfizierten) Zellen werden 
nach einem Waschen mit PBS++ mit 4% Paraformaldehyd für 15-20 Min. 
fixiert. Nach zweimaligem Waschen wird für 20-30 Min. mit 0,2% Triton X-100 
in PBS++ lysiert. Nach gründlichem viermaligen Waschen wird für 10 Min. in 
Blocking Solution geblockt. Danach wird mit dem Erstantikörper (3.2.) in 
Blocking Solution dekoriert, mit PBS++ gewaschen und mit dem Zweitantikör-
per inkubiert. Nach zweimaligem Waschen mit PBS++ werden die Zellkerne mit 
0,1 ng/ml DAPI (4',6-Diamidino-2-phenyl-indol, dilactat) gefärbt  (3 Min.) und die 
überstehende Lösung verworfen. Nun werden die Objektträger von den 
Vertiefungen (wells) abgetrennt, mit reichlich 2,5% DABCO (1,4-Diazabicyclo-
[2.2.2.]octan) in Fluoprep (Fa. Bio Merieux) überschichtet und mit einem Deck-
gläschen eingedeckelt. Zur Detektion wird ein Zeiss Axiophot Mikroskop ver-
wendet. 
 
 
 
4.5. Klonierung von Plasmiden 
 
 
Für einen präparativen Verdau werden 2 µg DNA mit den jeweiligen Restrik-
tionsenzymen verdaut (Temperatur- und Salzbedingungen nach Hersteller-
angaben, Fa. New England Biolabs). Der aufnehmende Vektor wurde mit al-
kalischer Phospohatase (Fa. Roche) behandelt. Die DNA-Fragmente wurden 
auf einem TAE-Agarosegel getrennt und unter mildem UV-Licht (326 nm) aus-
geschnitten. Die Bande (200 µg) wurde in 600 µl Puffer QC (Fa. Qiagen) bei 
70°C resuspendiert. Erforderlichenfalls wurde mit 200 µl Isopropanol versetzt. 
Binden, Waschen und Elution von den Reinigungs-Säulchen gemäß Hersteller-
angaben (QIAquick gel extraction Kit, Fa. Qiagen). Vektor- und Insertmengen 
wurden auf einem Ethidiumbromid gefärbten TAE-Agarosegel bestimmt und im 
Verhältnis 1:5 für die Ligation eingesetzt. Hierzu wurde mit 5 x Ligationspuffer 
(Fa. Gibco) komplementiert mit 1 µl 100 µM ATP (Fa. Boehringer Mannheim) 
und 1,5 µl T4 DNA-Ligase (Fa.Gibco) versetzt.  
 
Nach 2 h Ligation bei RT erfolgte die Transformation in chemisch kompetente 
Bakterien (DH10B Bakterien wurden bei Erreichen einer optischen Dichte von 
0,6 (590 nm) auf Eis abgekühlt. Ernten durch Zentrifugation bei 2.600 x g. Das 
Pellet wird in 0,1 M MgCl2 resuspendiert. Nach 20 Min. Inkubation auf Eis er-
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neute Zentrifugation für 10 Min. bei 1500 x g. Das Pellet wird in 0,1 M CaCl2 
aufgenommen und nach 1 h auf Eis ad 80% mit Glycerol versetzt, schließlich 
aliqoutiert und in N2 (l) schockgefroren). Inkubation von 10 µl Bakterien mit 1/5 
des Ligationsansatzes für 15 Min. auf Eis, 45 Sek. bei 42°C, 3 Min. auf Eis, Zu-
gabe von 200 µl LB-Medium, erforderlichenfalls Inkubation 20 Min. 37 °C, dann 
ausplattieren auf LB-Agarplatten. Präparative DNA (Kapitel 4.6.) aus Über-
nachtkulturen ausgewählter Einzelkolonien wird mit geeigneten Restriktions-
enzymen kontrollverdaut.  
 
E1B-55k ist ein für Bakterien toxischen Produkt. Es wurden Epicurian coli 
SURE Bakterien (Fa. Stratagene) verwendet. Einmal in Bakterien transformiert 
mußte ohne Unterbrechung bis zur DNA Gewinnung nach Kapitel 4.6. durchge-
arbeitet werden. 
 
 
 
4.6. DNA-Präparation aus E. coli 
 
 
15 ml einer Übernachtkultur in LB-Medium (3.4.) wurden in einer Heraeus 
Megafuge 1.0 R pelletiert und der Überstand sukzessive mit 500 µl einer 
Resuspensionslösung (L1), 500 µl einer alkalischen seifenhaltigen Aufschluß-
lösung (L2) und 700 µl einer essigsäuregepufferten Neutralisationslösung (L3, 
alle Peqlab) versetzt. Nach Zentrifugation des Niederschlags wurde der Über-
stand affinitätschromatographisch gereinigt (rosafarbene E.Z.N.A.-Röhrchen 
Fa. Peqlab), gewaschen (Puffer HB & WB aus Kit) und nach Entfernen letzter 
Ethanolreste in 50 µl 10 mM Tris/HCL pH 7.4, 1 mM EDTA (EB-Puffer) eluiert 
und der DNA-Gehalt UV-photometrisch bestimmt. 
 
 
 
4.7. DNA-Präparation aus menschlichen Zellen 
 
 
Die Präparation viraler DNA aus infizierten Zellen erfolgte unter Verwendung 
des DNA Tissue Kits der Fa. Qiagen. Die abgeschabten Zellen wurden vorsich-
tig bei 300 x g pelletiert und in 200 µl PBS def. resuspendiert. Nach Zugabe 
von 200 µl des SDS-haltigen Lysepuffers AL wurden die Proteine mit 400 µg 
Proteinase K für 15-30 Min. bei 70°C verdaut. Es wurde mit 200 µl Ethanol 
gefällt, die DNA affinitätschromatographisch gereinigt, mit 75% Ethanol gewa-
schen und mit 400 µl  AE-Puffer eluiert. Der DNA-Gehalt wurde UV-spektrome-
trisch bestimmt. 
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4.8. Semi-quantitative RT-PCR zur RNA-Quantifizierung 
 
 
Infizierte (transfizierte) Zellen wurden 1 x vorsichtig in PBS gewaschen und 5 
Min. in 1 ml Trizol (Fa. Gibco) lysiert. Nach heftigem Auf- und Abpipettieren 
wurde die Suspension mit 200 µl Chloroform überschichtet und 30 sec. intensiv 
über Kopf geschüttelt. Zur Phasentrennung wird 15 Min. bei 12,000 x g zentri-
fugiert. Nach Versetzen des Überstandes mit 500 µl Isopropanol wird 15 sec. 
kräftig von Hand geschüttelt. Nach kurzer (5 Min.) Inkubation bei RT wird 10 
Min. bei 12,000 x g und 4°C pelletiert. Der Niederschlag wird einmal mit 75% 
Ethanol gewaschen, der Überstand quantitativ entfernt und für 10 Min. an der 
Luft getrocknet. Nach Aufnahme in 20 µl Wasser wird der RNA-Gehalt UV-
photometrisch bestimmt und 2 µg für die reverse Transkription eingesetzt. Hier-
zu gibt man 2 pmol Primer und füllt mit Wasser auf 12 µl auf. Nach 10 minüti-
gem Denaturieren bei 70°C kühlt man auf 42°C und versetzt währendessen mit 
4 µl First strand Buffer (Fa. Gibco), 2 µl 0,1 M DTT, 1 µl 10 mM dNTP und 
mischt. Nachdem die Synthesetemperatur von 42°C erreicht ist, gibt man 1 µl 
Superscript II (Fa. Gibco) zu und inkubiert für 50 Min. bei 42°C. Der Reaktions-
ansatz wird für 15 Min. bei 70°C hitzeinaktiviert. 
 
Das so erhaltene DNA-Templat kann entweder bei -20°C gelagert werden oder 
es wird sofort für die semi-quantitative PCR eingesetzt: Pro Probe wählt man 
einen Ansatz von vier bis fünf Hütchen für die verschiedenen Zeitpunkte. In ein 
Cup kommen jeweils: 2 µl 10x HiFi Buffer (Fa. Roche), 0,1 µl 20 mM dNTP, 140 
ng Hin-Primer, 140 ng des eingenisteten Rück-Primers, 0,15 µl der HiFi-Poly-
merase (Fa. Roche) sowie je 0,4 µl des Reaktionsansatzes aus der reversen 
Transkription. Das Volumen in den Eppendorf-Gefäßen wird auf 20 µl einge-
stellt. Nach einer dreiminütigen Denaturierungsphase bei 95°C wurde ein Tem-
peraturkreislauf bestehend aus 95°C - 25 Sek., 55°C - 25 Sek., 70°C - 2 Min. 
gefahren. Nach einer gewissen Anzahl Zyklen (z. B. 15, 20, 25 usf.) wurde je-
weils ein Eppendorf-Reaktionsgefäß aus dem PCR-Block entnommen, auf Eis 
gekühlt, mit 4 µl DNA-Ladepuffer versetzt und auf einem 2%igen TAE-Agaro-
segel aufgetrennt. Durch Färben mit Ethidiumbromid konnte das Amplifikat im 
UV-Licht sichtbar gemacht werden. 
 
 
 
4.9. Quick-Change Mutagenese von Plasmiden 
 
 
50 ng eines geeigneten DNA-Templats wurden mit 5 µl 10x PCR-Puffer, 125 ng 
Primer #1, 125 ng Primer #2 und 1 µl 10 mM dNTP gemischt und mit Wasser 
auf 50 µl aufgefüllt. Nach Zugabe von 1 µl Pfu-Polymerase (Fa. Gibco) wurde 
bei 95°C für 30 Sek. denaturiert. Anschließend wurde bei 95°C - 30 Sek., 50°C 
- 1 Min., 68°C - 2 Min./kb gecycled. Je nach Aufgabenstellung wurde der Re-
aktionskreislauf nach 12 (Punktmutation), 16 (einzelne Aminosäureaustau-
sche), 18 (Deletionen) oder auch 20 (Insertionen) Zyklen abgebrochen. Der 
Reaktionsansatz wurde für 2 h bei 37°C mit 2 µl DpnI  (Fa. New England Bio-
labs) verdaut und durch Zugabe von 1 µl Glykogen (Fa. Roche), 0,1 Vol 3 M 
NaOAc pH 5,5 (Fa. Riedel de Haen) und 2,5 Vol EtOH (Fa. Fluka) gefällt. Nach 
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einmaligem Waschen mit 75% EtOH wurde 30 Min. bei RT getrocknet und in 5 
µl Wasser aufgenommen. Hiervon wurden 0,5 µl mit 8 µl elektrokompetenten 
DH10B Bakterien (Fa. Gibco) gemischt und bei 1,7 kV, 25 µF in einer 0,1 cm 
Küvette elektroporiert (Fa. Biorad). Das Reaktionsgemisch wurde mit 300 µl LB-
Medium versetzt und sofort auf einer LB-Agar Platte (1,5%, Fa. Roth) aus-
plattiert (Amplizillinresistenz), oder nach einer 30-minütgen Inkubation im Über-
kopf-Schüttler bei 37°C (Kanamycinresistenz) ausplattiert.  
 
 
 
4.10. Herstellung rekombinanter Viren 
 
 
Alle Quick-Change Mutagenesen wurden ausgehend von einem Plasmid 
pShuttle340 (G. Horn, unveröffentlicht) durchgeführt. pShuttle340 ist ein De-
rivat des ursprünglichen pShuttle (He et al., 1998), bei dem in einer vielstufigen 
Synthese (A. Waltermann und G. Horn, unveröffentlicht) mehrere, teilweise 
fehlerhafte (c380t, g763c, g800a, t907c, a1922c, a2023g) Bruchstücke des 
Adenovirusgenoms so aneinandergefügt wurden, daß zwischen den Homolo-
gien 'linker Arm' und 'rechter Arm' des ursprünglichen pShuttle (He et al., 1998) 
eine DNA-Sequenz eingefügt wurde, die im wesentlichen der E1-Region des 
Adenovirus entspricht. Unter Verwendung der Primer aus 3.6. wurde nun nach 
4.9. mutagenisiert.  
 
Nach 4.6 hergestellte DNA wurde über Nacht mit PmeI oder EcoR I (Fa. New 
England Biolabs) linearisiert. Nach Ethanolfällung wurde der Ansatz in 5 µl 
Wasser aufgenommen. Hiervon wurden 1 µl zu 20 µl elektrokompetenten 
BJ5183 Bakterien (He et al., 1998), die bereits das pAdEasy-1 oder pAdEasy-2 
Plasmid (He et al., 1998) enthielten, gegeben (Herstellung elektrokompetenter 
BJ5183 - siehe Kapitel 4.11.). In einer 0,2 cm Küvette wurde bei 2500 V, 200 
Ω und 25 µF in einem Biorad Genepulser elektroporiert. Nach 30-minütiger 
Inkubation nach Zugabe von 300 µl LB-Medium wurde auf LB-Agar-Platten 
ausplattiert und mittels 25 mg/l Kanamycin auf positive Rekombinanten sele-
ktiert. Nach 40 h (!!) Inkubation bei 37°C wurden die kleinsten Klone gepickt 
(große Klone: Ausgangsplasmid (ca. 11 kb), kleine Klone rekombiniertes 
Plasmid (ca. 38 kb). Die nach 4.6. gewonnene DNA wurde unverdaut auf ein 
0,5% TAE-Agarosegel aufgetragen.  
 
Bei der gewünschten Größe (38 kb) wurden 20 µg DNA mit PacI verdaut (über 
Nacht, Herausschneiden einer 3.0 kb oder 4.5 kb großen Kassette), ethanol-
gefällt und mit Lipofectamin PLUS (siehe Kapitel 4.12.) in 911 bzw. 911-E4 
Zellen transfiziert. Unter gelegentlichem Mediumwechsel wurde ein überdichter 
Zellrasen 7 Tage in 6-Loch Platten gehalten, danach erforderlichenfalls in 25 
cm2 Flaschen überführt (Fa. Greiner). Meist traten erste Plaques nach 5-6 Ta-
gen bei 37°C, 95% Luftfeuchtigkeit und 5% CO2 auf. Bei einem überwiegend 
infizierten Zellrasen (z.B. nach 8 d) wurden die infizierten Zellen mit einem Zell-
schaber geerntet, bei 3000 rpm pelletiert und durch 3 maliges Einfrieren/Auf-
tauen in flüssigem Stickstoff aufgeschlossen. Zum Anlegen eines Virusstocks 
wurden mehrere 175 cm2 Flaschen einer permissiven Zellinie mit diesen 
Überständen infiziert (siehe Kapitel 4.13), nach 60 h wie oben beschrieben 
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geerntet und die Lysate bei -80°C in PBS gelagert. Der Virusstock wurde nach 
Kapitel 4.4. titriert, die Virus-DNA nach 4.7. präpariert und nach 4.15. sequen-
ziert. 
 
 
 
4.11. Herstellung elektrokompetenter BJ5183 Bakterien 
 
 
BJ5183, ein recQ-positiver Bakterienstamm, erlaubt homologe Rekombination 
von Plasmiden mit linearisierten Fragmenten bei einem Überlappungsbereich 
idealerweise >500 bp. Diese werden mit 50 ng pAdEasy-Plasmid transformiert 
und auf Agarplatten mit Ampizillin (100 mg/l) und Streptomycin (30 mg/l) aus-
plattiert. Mehrere (8) Kolonien werden in 2 ml LB/Amp/Strep-Medium über 
Nacht hochgezogen. Anhand der nach 4.6. präparierten DNA überzeugt man 
sich mittels geeigneter Methoden von der Richtigkeit der Klone (z. B. Hind III-
Verdau). Ein konfirmierter Klon wird in LB/Amp/Strep-Medium angezüchtet. 1 
ml der Übernachtkultur wird in 1000 ml LB/Amp/Strep-Medium verdünnt und für 
ca. 4 h kräftig geschüttelt. Bei Erreichen einer optischen Dichte von 0,6 bis 0,8 
wird der Reaktionsansatz mit Hilfe von ausreichend Eis auf 4°C gekühlt. Die 
Bakteriensuspension wird bei 2.600 x g, verteilt auf mehrere 50 ml Falcons 
zentrifugiert. Die Niederschläge werden vereinigt und mehrmals (3x) in auf 4°C 
vorgekühltem Waschpuffer (10% Glycerol in Wasser) resuspendiert und bei 
2.600 x g erneut pelletiert. Nach Entfernen des Überstandes wird der Bakte-
rienniederschlag in wenig (3ml) Waschpuffer aufgenommen und aliquotiert in 
flüssigem Stickstoff schockgefroren.   
 
 
 
4.12. Transiente Transfektion von Zellen 
 
 
Jegliche der hier verwendeten adhärenten Fibroblastenzellen eigen sich her-
vorragend für die Lipofektion. Am Vortag wurden 400.000 Zellen pro 6 well 
Loch ausgesäht, um einen ca. 90% konfluenten Zellrasen zu erhalten. Für 
Lipofectamin 2000 (Lipofectamin PLUS; beide Fa. Gibco) wurden 2,4 µg (5 µg) 
DNA mit 100 µl DMEM ohne alles (zuzüglich 6 µl PLUS-Reagenz) gemischt. In 
einem separaten Ansatz wurden 8µl (4µl) Lipofectamin 2000 (Lipofectamin +) 
zu ebenfalls 100 µl DMEM ohne alles gegeben und sachte gevortext. Als 
nächstes wurden die zu transfizierenden Zellen 2 x mit PBS def. gewaschen, 
dann 20 Min. in PBS def. gelassen (Hungern). Der das Transfektionsreagenz 
enthaltende 100 µl Ansatz wurde nun zu der in DMEM ohne alles gelösten DNA 
(zzgl. PLUS-Komponente) hinzugegeben, das Gemisch erneut gevortext und 
15 Min. bei RT inkubiert. Für die Lipofectamin 2000-Transfektion versorgt man 
die zu transfizierenden Zellen so rechtzeitig mit 1,5 ml Vollmedium, daß man 
unmittelbar darauf den Transfektionsansatz dazuträufeln kann. Die 6-Loch 
Platte wird noch kurz in entweder x- oder y-Richtung hin- und hergeschoben 
und kann nach 24h Inkubation im Brutschrank geerntet werden (siehe Kapitel 
4.1., 4.14., 4.7., 4.8.).  
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Zur Lipofection mit Lipofectamin PLUS versorgt man die in PBS def. Gehalte-
nen Zellen mit 800 µl DMEM ohne alles und gibt hierzu nach 15 minütigem 
Warten den Transfektionsansatz. Die 6-Loch Platte wird 3 h auf dem Schüttler 
bei 37°C, 95% Luftfeuchtigkeit und 5,0% CO2 hin- und hergeschwenkt. Danach 
Zugabe von 3 ml Vollmedium.  
  
 
 
4.13. Infektion von Zellen 
 
 
Am Vortag werden jeweils 300.000 Zellen oder weniger in die Vertiefung einer 
6-Loch Platte gegeben. Vor dem Auftauen der in PBS def. bei -80°C gelagerten 
Viren werden die zu infizierenden Zellen 2 x mit PBS def. gewaschen und dann 
15 Min. in eiskaltem PBS def. inkubiert (911 Zellen: 5 Min.). Man ersetzt das 
PBS def. durch 1 ml DMEM ohne alles und inkubiert mit der Virussuspension 3 
h auf dem Schüttler. Danach Waschen mit PBS def. und Zugabe von ausrei-
chend Vollmedium. Die für eine flächendeckende Infektion zu verwendende 
Menge an Viren (m.o.i.) muß für jede Zellinie getrennt ermittelt werden. 
 
 
 
4.14. Luziferase-Assay 
 
 
150.000 Zellen werden pro Vertiefung einer 12 well Platte ausgesäht. Trans-
fektion mit Lipofectamin 2000 wie in Kapitel 4.12., alles halbe Mengen. Zur 
Ernte wird der 5 x Promega Reporter Lysis Puffer 1:5 mit Wasser verdünnt. 24 
h nach Transfektion werden die Zellen 1 x mit PBS def. gewaschen und dann 
mit 75 µl Reporter Lysis Puffer versetzt. Über 15 Min. wird gelegentlich ge-
schwenkt. Dann Abschaben der Zellen mit Zellschaber und Überführen der 
Suspension in Eppendorfgefäß. Nach 1 Min. Zentrifugation bei 20.000 x g wer-
den 20 µl des Überstandes - oder eine auf 20 µl aufgefüllte Verdünnung - in 
eine 96 Loch Platte gegeben. Dort versetzt das Luminometer Lumicontrol 32 
(Fa. Beckton Dickenson) die Proben nach und nach mit je 100 µl des Luzife-
rase Reagenz (Fa. Promega) und bestimmt die Lumineszenz. 
 
 
 
4.15. DNA-Sequenzierung 
 
 
2 µg DNA oder 11 µl Minipräpeluat, 8 µl Big-Dye Termination Mix (Fa. Perkin 
Elmer) und 3.2 pmol Primer werden mit Wasser auf 20 µl aufgefüllt. Es werden 
25 Reaktionszyklen bei 96°C - 10 Sek., 50°C - 5 Sek., 60°C - 4 Min. gefahren 
und der Ansatz ethanolgefällt. Das getrocknete Pellet wird in 4 µl Formamid-
Puffer aufgenommen und kurz vor dem Auftragen für 3 Min. bei 95°C aufge-
kocht, dann auf Eis abgeschreckt. Die Glasplatten für das Sequenziergel 
werden mit Alconox/Wasser vorbehandelt und anschließend mit Isopropanol 
gereingt. 21 g Harnstoff werden zusammen mit 8,4 ml 30% Acrylamidlösung 
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und 20 ml Wasser gelöst. Nach Zusatz von 6 ml 10 x TBE wird über einen 0,2 
µm Porenfilter blasenfrei genutscht. Zur Initiation der Polymerisation versetzt 
man mit 15 µl TEMED (Tetraethylmethylendiamin) und 350 µl 10% APS 
(Ammoniumperoxodisulfat). Der Laufpuffer ist 1 x TBE, 2500 V, 48 W, 8 h in 
Abi Prism 377 (Fa. Amersham).  
 
 
 
4.16. Transkriptom-Analyse mit DNA-Micro-Array 
 
 
10.000.000 Hep-2 Zellen werden 10h nach Infektion (24h nach Transfektion) in 
Trizol geerntet und die RNA isoliert. 10 µg RNA werden mit 2 µl CDS-Primern 
(Clontech Cancer Array) und 14 µl Labelling-Mix gemischt (Labelling-Mix: 14 µl 
5x Rxn-Buffer, 7 µl 10x dNTP-Mix, 12 µl α32PdATP 3.000 Ci/mmol (10 µCi/ml), 
3,5 µl DTT). RNA und Primer werden 2 Min. bei 70°C denaturiert, dann 2 Min. 
bei 50°C inkubiert. Währendessen Zugabe von 7 µl MMLV-RT (Clontech Kit) zu 
dem dem Labelling-Mix. Dann 14 µl Labelling-Mix zu den Reaktionen geben 
und 25 Min. bei 50°C inkubieren. Nach 25 Min. 1 µl Superscript II (Fa. Gibco) 
zugeben, erneut 25 Min. bei 50°C inkubieren. Nach Zugabe von 2 µl 10x Ter-
miation-Mix (Fa. Clontech) wird die Reaktion bei 4°C gestoppt.  
 
Die nicht eingebaute Radioaktivität wird säulenchromatographisch entfernt. Der 
Reaktionsansatz wird mit 180 µl Puffer NT2 verdünnt und bei 14.000 rpm auf 
die Säulchen (Fa. Amersham) aufgebracht. Die Säulchen werden insgesamt 3x 
mit je 400 µl Puffer NT3 (Fa. Amersham) gewaschen. Zur Elution wird 2 Min. 
mit Puffer NE inkubiert, dann 1 Min. bei 14.000 rpm zentrifugiert.  
 
Zur Prähybridisierung der Nylonmembran wird Express Hyb (Fa. Ambion) in der 
Mikrowelle zur Homogenität erwärmt. 0.5 mg Lachssperm-DNA werden für 5 
Min. bei 95°C denaturiert, dann eisgekühlt und zu 9 ml 68°C warmer Express 
Hyb-Lösung gegeben. Die Nylonarrays werden kurz in kochender 0,5% SDS 
geschwenkt und für 30 Min. in Express Hyb (68°C) prähybridisiert. Zu 200 µl 
radioaktivem Probeneluat werden 22 µl 10x Denaturierungslösung gegeben (1 
M NaOH, 10 mM EDTA) und für 20 Min. auf 68°C erhitzt. Dann Zugabe von 5 
µl Cot-1 DNA und 225 µl Neutralisationslösung (1 M NaH2PO4). Der Ansatz 
wird direkt zu der Prähybridisierungslösung gegeben und über nacht bei 68°C 
inkubiert. Waschen I mit 2x SSC, 1% SDS (4x je 25 ml), Waschen II mit 0,1x 
SSC, 0,5% SDS (1x bei 68°C), dann 1x Waschen I bei RT. Einschweißen und 
Exposition auf Bioimagerplatte (Fa. Agilent Technologies). 
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5. Ergebnisse 
 
5.1. Adenovirusinfektion führt zu einer Inhibierung, der Relokalisation und dem 
Abbau des zellulären Transkriptionsfaktors p53. 
 
Für das frühe adenovirale Protein E1B-55k ist gezeigt worden, daß es mit p53 
interagiert (Sarnow et al., 1982a). In dem Komplex von E1B-55k mit p53 ist ein 
weiteres adenovirales Protein gefunden worden. Es wird von dem offenen Le-
serahmen 6 der frühen Transkriptionseinheit 4 des Adenovirus kodiert (Sarnow 
et al., 1984). Für Viren, bei denen dieses E4 orf6 Protein deletiert worden ist, ist 
eine irreguläre Akkumulation des zellulären p53 in den virusinfizierten Zellen 
beobachtet worden (Grand et al., 1994). In Zellen, die mit einem solchen Ad 
∆E4orf6 infiziert wurden, liegt p53 in zytoplasmatischen Clustern an E1B-55k 
gebunden vor (Zantema et al., 1985a, Blair et al., 1988). Andere Gruppen 
hatten gezeigt, daß E1B-55k und E4 orf6 zusammen zu einem spezifischen Ab-
bau des zellulären p53 führen (Querido et al., 1997, Steegenga et al., 1998). 
Fehlt eines dieser beiden Proteine, so kann in Zellen, die mit einem solchen 
mutanten Adenovirus infiziert worden sind, p53 nicht mehr abgebaut werden 
(Grand et al., 1994).  
 
Wir haben nun gefragt, ob diese beiden adenoviralen Proteine, E1B-55k und 
E4 orf 6, nicht nur notwendig, sondern auch die einzigen viralen Proteine sind, 
die für das Einleiten des gezielten p53-Abbaus durch das Virus erforderlich 
sind. Hierzu wurden Hep-2 Zellen entweder alleine mit einem Expressionsplas-
mid für E1B-55k transfiziert oder es wurde dieses E1B-55k exprimierende Plas-
mid zusammen mit einem weiteren Vektor transfiziert, der für das adenovirale 
E4 orf6 Protein kodiert (Abb. 1A). Diese beiden Transfektionsansätze sollen die 
frühe Phase und die mittlere Phase einer Adenovirusinfektion nachstellen. 
Während E1B-55k von Beginn der Adenovirusinfektion an produziert wird (also 
etwa 5h nach Infektion) (Bos et al., 1981), wird das E4 orf6 Produkt, zu dessen 
Expression ein alternatives Spleißen des E4 Transkriptes erforderlich ist 
(Tigges et al., 1984), erst zu einem deutlich späteren Zeitpunkt synthetisiert; 
beginnend 16h nach Infektion (König et al., 1999).  
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In uninfizierten Zellen ist p53 weit überwiegend im Zellkern zu finden, wo es 
diffus verteilt ist (Abb. 1A, Spur 1). Wie erwartet, führt die Expression von E1B-
55k alleine zu einer Relokalisation des p53 in das Zytoplasma. Dort wird es von 
E1B-55k in Ablagerungen gehalten, in denen auch E1B-55k zu finden ist (Abb. 
1A Spur 2). Wird nun zusätzlich zu E1B-55k auch E4 orf6 in die Zellen 
gebracht, so beobachtet man eine dramatische Relokalisation des E1B-55k. 
Bei einem Überschuß von E4 orf6 lösen sich die zytoplasmatischen Cluster 
bestehend aus E1B-55k und p53 wieder auf. Jetzt, in Gegenwart von E4 orf6, 
ist E1B-55k vollständig im Kern zu finden, wo es diffus verteilt ist (Abb. 1A, 
Spur 3). Gleichzeitig ist p53 in den Zellen, die zusätzlich mit E4 orf6 transfiziert 
wurden, nicht mehr nachzuweisen. Dies entspricht genau der Situation, wie 
man sie auch für virusinfizierte Zellen findet. Es ist uns also gelungen, zu zei-
gen, daß die beiden Proteine E1B-55k und E4 orf6 nicht nur notwendig sind, 
um die Zelle so umzuprogrammieren, daß p53 gezielt abgebaut wird, sie sind 
auch bereits ausreichend.  
 
Da wir also beide Phasen des Antagonismus des Adenovirus gegenüber dem 
p53 in vitro nachstellen konnten, schlagen wir für virusinfizierte Zellen folgen-
des Modell vor (Abb. 1B): E1B-55k alleine bindet und inaktiviert zelluläres p53, 
indem es p53 davon abhält, im Zellkern als Transkriptionsfaktor zu wirken. Zu 
einem späteren Zeitpunkt im Infektionsverlauf steht auch E4 orf6 zur Verfü-
gung. E4 orf6 ist ein cullin-artiges Molekül, welches in der Lage ist, aktivierte 
Ubiquitinreste zu erwerben und diese an E1B-55k weiterzureichen (Querido et 
al., 2001). Mit Hilfe von E4 orf6 kann E1B-55k, welches nach wie vor spezifisch 
an p53 bindet, als E3-Ubiquitinligase für p53 wirken (Querido et al., 1997, 
Querido et al., 2001, Harada et al., 2002). p53 wird dadurch für den proteaso-
malen Abbau markiert, was letztlich zu einem Verschwinden des p53 aus den 
infizierten Zellen führt.  
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Abb. 1. E1B-55k bindet und inaktiviert p53. (A) Hep-2 Zellen wurden zur Si-
mulation der frühen bzw. späten viralen Genexpression in Gegenwart von 30 ng 
pRcp53 (linke Spalte) mit 50 ng pCGN-E1B-55k und 190 ng pCMV-βGal 
(mittlere Spalte) bzw. 50 ng pCGN-E1B-55k und 190 ng pCMV-E4orf6 (rechte 
Spalte) transfiziert. Die fixierten Zellen wurden immungefärbt gegen p53 (fl 393, 
obere Zeile) bzw. gegen DAPI (linke untere Zeile) oder E1B-55k (2A6, mittlere 
und rechte untere Spalte). (B) Die immunohistochemischen Beobach-tungen 
aus (A) sind schematisch zusammengefaßt. In uninfizierten Zellen liegt p53 frei 
im Kern vor (0.). Ist E1B-55k zugegen, so bindet, inaktiviert und reloka-lisiert 
dieses p53 in das Zytoplasma (I.). Zu späteren Zeitpunkten der Adenovi-
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rusinfektion ist auch E4 orf6 zugegen. Dieses bildet einen Komplex mit E1B-
55k und hilft E1B-55k, p53 zu ubiquitinieren (II.). Durch den einsetzenden pro-
teasomalen Abbau vermindert sich der intrazelluläre Gehalt an p53 stark (III.). 
5.2. Eine Punktmutante von E1B-55k ist nicht mehr in der Lage, p53 zu 
inhibieren. 
 
Es hat verschiedene Versuche gegeben, die Bindestellen von p53 auf der 
Primärsequenz des E1B-55k zu kartieren (Kao et al., 1990, Yew et al., 1990, 
Braithwaite et al., 1991, Grand et al., 1999). Die wohl umfassendste Studie 
hierzu ist eine Arbeit von Shen et al. (Shen et al., 2001). Tatsächlich wurde eine 
Punktmutante von E1B-55k beschrieben, in der, einzig durch den Aus-tausch 
des Arginin 239 in einen Alaninrest, die Bindung des E1B-55k an p53 gestört 
ist. Ein derart mutiertes E1B-55k Protein kann selektiv nicht mehr an p53 
binden, wohingegen alle anderen Funktionen des E1B-55k durch diese 
geringfügige Mutation nicht beeinträchtigt sind. Anders als ein Virus, bei dem 
das E1B-55k Gen deletiert worden ist, unterscheidet sich mutantes Virus, des-
sen E1B-55k Aminosäuresequenz einzig die Veränderung R239A aufweist, 
nicht in seinen Wachstumseigenschaften von einem wt-Virus (Shen et al., 
2001, Pilder et al., 1986a).  
 
Gemäß unserem Modell für den p53 Abbau in adenovirusinfizierten Zellen, 
müßte man für ein solches Virus mit dem Arginin 239 nach Alanin Austausch 
folgendes erwarten: Während in wt-infizierten Zellen das zelluläre p53 sehr 
effizient und spezifisch abgebaut wird, so sollte in Zellen, die mit einem Virus 
Ad E1B-55k R239A infiziert wurden, p53 unkontrolliert akkumulieren (Abb. 2). 
Um diese Hypothese zu testen, haben wir die folgenden zwei Viren nach dem 
vereinfachten Verfahren nach He et al. hergestellt (He et al., 1998): Ein soge-
nanntes wt-Virus (Ad wt) und ein parallel hierzu hergestelltes Virus (Ad E1B-
55k R239A) mit einer Punktmutation im E1B-55k Gen (siehe Materialien & 
Methoden für Details).  
 
Infiziert man nun Zellen mit zwei wt-p53 Allelen (p53+/+) mit den genannten Vi-
ren, so findet man folgendes - erwartetes - Ergebnis (Abb. 3A): In uninfizierten 
Zellen sind grundsätzlich immer nur geringste Mengen p53 nachzuweisen (Abb. 
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3A, Spur 1). Infiziert man nun mit einem Virus, dessen mutiertes E1B-55k nicht 
mehr an p53 bindet, so kommt es zu der erwarteten Akkumulation von  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 2. Arbeitshypothese: massiver p53 Anstieg in Gegenwart von mutier-
tem E1B-55k. Obere Bildhälfte: wt-E1B-55k, selbst ein p53-Antagonist, bildet 
zusammen mit E4 orf6 einen funktionellen Ubiquitinligasekomplex, der zur 
Polyubiquitinylierung von p53 und einer starken Reduktion der p53 Mengen in 
adenovirusinfizierten Zellen führt. Untere Bildhälfte: Die Mutation R239A ver-
hindert die Bindung von E1B-55k an p53. Zwar kann E1B-55k nach wie vor mit 
E4 orf6 interagieren, doch es kommt zu keiner Polyubiquitinylierung des p53 
mehr. In Zellen, die mit einem solchen mutanten Virus infiziert wurden, müßten 
die zellulären p53 Mengen unkontrolliert und stark ansteigen. 
 
 
endogenem p53 in den adenovirusinfizierten Zellen (Abb. 3A, Spur 2). In Ad wt-
infizierten Zellen hingegen läßt sich im Western Blot kein p53 nachweisen 
(Abb. 3A, Spur 3), so, wie dies bereits vielfach beobachtet worden ist (Stee-
genga et al., 1998, Koch et al., 2001). Unsere ursprüngliche Hypothese sehen 
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wir hiermit bestätigt: Kann mutiertes E1B-55k nicht mehr an p53 binden, so 
führt dies zu einem unkontrollierten Anstieg des p53 in den infizierten Zellen 
(Abb. 2). 
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Abb. 3. In Ad E1B-55k R239A infizierten Zellen akkumuliert p53, aber es 
bleibt transkriptionell inaktiv. (A) A549 Zellen wurden bei einer m.o.i. von 20 
entweder mit PBS (Mock), Ad E1B-55k R239A oder Ad wt infiziert. 24h nach 
Infektion wurden die Zellen in RIPA geerntet, im SDS-Polyacrylamidgel aufge-
trennt, geblottet und mit Antikörpern gegen p53 (1801/DO-1, oberste Zeile), 
p21Cip-1/WAF-1 (Transduction Laboratories, 2. Zeile), Mdm2 (2A10/3G5, 3. Zeile) 
gefärbt. Die Ladekontrolle ist eine unspezifische Bande aus dem αp21-Blot bei 
ca. 70 kDa. (B) Die Zellen aus (A) wurden vor der Ernte (24 h p.i.) im Lichtmi-
kroskop betrachtet. (C) In einem parallelen Ansatz wurden A549 Zellen infiziert 
wie in (A) 24 und 48 h p.i. in einem Gemisch aus RIPA und 8 M Harnstoff (1:1 
v/v) geerntet, elektrophoretisch getrennt und der Blot mit Antikörpern gegen 
PARP dekoriert. (D) Semiquantitative RT-PCR Analyse von p53 Zielgenen: 
LS174T Zellen, infiziert wie in (A), wurden 24h p.i. in Trizol geerntet, die RNA 
isoliert, revers transkribiert und die relativen Produktmengen in einer semi-
quantitativen PCR analysiert. Die obere Zeile zeigt die relativen Mengen an 
p21-spezifischen Amplifikaten nach 25 Zyklen, die mittlere Mdm-2-spezifische 
PCR-Produkte nach 25 Zyklen, darunter ist als Ladekontrolle der relative Ge-
halt an ribosomaler RNA abgebildet. 
 
 
 
 
Trotz dieser massiven Zunahme des intrazellulären p53 - ausgelöst mit dem 
Beginn der E1A-Expression (Lowe et al., 1993a) - läßt sich keine, auch nur 
beginnende Apoptose in den Ad E1B-55k R239A-infizierten Zellen feststellen 
(Abb. 3B). Diese lichtmikroskopischen Beobachtungen lassen sich auch an-
hand einer Färbung gegen PARP bestätigen (Abb. 3C). PARP oder Poly-(ADP-
Ribose)-Polymerase ist ein Substrat für Caspase-3. Nach der mitochondrialen 
Festlegung der Zelle auf ihren Tod ist die Effektor-Caspase-3 zwangsläufig an 
der Ausführung des Zelltods beteiligt. Ist Apoptose eingeleitet, dann entsteht 
ein charakteristisches PARP-Fragment von ca. 85 kDa Größe (Tewari et al., 
1995) (vgl. Abb. 3C, Spur 4). 
 
 
5.3. Trotz massiver Akkumulation von endogenem p53 in den Ad E1B-55k 
R239A-infizierten Zellen bleibt das p53 transkriptionell inaktiv. 
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Da das in den Ad E1B-55k R239A-infizierten Zellen massiv akkumulierende 
p53 gar keine Wirkung in Form einsetzender Apopotose zeigte, stellte sich die 
Frage, ob denn das zelluläre p53 in den Adenovirus-infizierten Zellen über-
haupt aktiv ist. In Abb. 3A ist unterhalb der Färbung gegen p53 eine Färbung 
des selben Blots gegen p21 und Mdm2 gezeigt. Beide, p21 und Mdm2, sind 
Produkte bekannter Zielgene des sequenzspezifischen Transkriptionsfaktors 
p53 (Kern et al., 1991, Zambetti et al., 1992, El-Deiry et al., 1993, Barak et al., 
1993, Wu et al, 1993). Man würde also erwarten, daß die p21- und Mdm2-Men-
gen parallel zu einer Zunahme der p53 Mengen ebenfalls stark ansteigen. Das 
Gegenteil ist der Fall. Nicht nur findet man keinen Anstieg der p21- und Mdm2-
Mengen in den Ad E1B-55k R239A- infizierten Zellen, sondern auch gegenüber 
den uninfizierten Zellen (Abb. 3A, Spur 1) ist der Gehalt an p21 und Mdm2 in 
den Ad E1B-55k R239A-infizierten Zellen nochmals reduziert (Abb. 3A, Spur 2).  
 
Mit den winzigen Mengen an endogenem p53 in den uninfizierten Zellen erhält 
man demnach mehr p21 und Mdm2 als nach Adenovirusinfektion, obwohl in 
den mit der Punktmutante infizierten Zellen endogenes p53 sehr stark angerei-
chert wird (Abb. 3A, Spur 2, obere Zeile). Die detektierte Menge an p21 und 
Mdm2 in den Ad E1B-55k R239A-infizierten Zellen läßt sich nicht unterschei-
den von der Menge p21 und Mdm2 aus Ad wt-infizierten Zellen, die gar kein 
p53 mehr enthalten. Hieraus schließen wir: Zwar ist p53 in den Ad E1B-55k 
R239A-infizierten Zellen überreichlich vorhanden, aber es ist nicht transkrip-
tionell aktiv.  
 
Um ausschließen zu können, daß es sich bei dem beobachteten Effekt - kein 
Anstieg der zellulären p21-und Mdm2-Mengen trotz p53-Akkumulation - nicht, 
wie bereits beschrieben (Keblusek et al., 1999, Chattopadhyay et al., 2001), um 
einen direkten Effekt des E1A-Proteins auf das p21 Protein handelt, haben wir 
eine semi-quantitative RT-PCR Analyse durchgeführt. Die Ergebnisse sind in 
Abb. 3D gezeigt. Man erkennt deutlich, daß sich der zuvor im Westernblot 
beobachtet Effekt auch auf Ebene der mRNA Induktion der p53-Zielgene p21 
und Mdm2 nachvollziehen läßt. Trotz der großen Mengen an p53 Protein in den 
Ad E1B-55k R239A-infizierten Zellen finden wir keinen Anstieg der mRNA- 
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Mengen gegenüber uninfizierten Zellen (Mock) (Abb. 3D, vgl. Spur 2 und Spur 
1). Die Mengen an p21 und Mdm2 mRNA in den Ad E1B-55k R239A-infizierten 
Zellen sind ebenso groß wie man sie in Ad-wt-infizierten Zellen findet, obwohl 
letztere aufgrund des spezifischen Abbaus von p53 durch frühe adenovirale 
Proteine überhaupt kein detektierbares p53 mehr enthalten (Abb. 3D, vgl Spur 
2 und Spur 3). Ohne hierfür eine Erklärung liefern zu können, müssen wir fest-
stellen: p53 ist in adenovirusinfizierten Zellen gar nicht transkriptionell aktiv. 
Möglicherweise fehlt ihm ein Kofaktor oder eine posttranslationale Modifikation, 
die für seine Funktion als Transkriptionsfaktor nötig wären. 
 
 
5.4. In Gegenwart von singulär exprimiertem E1B-55k R239A ist p53 
transkriptionell aktiv, doch gilt dies nicht im Kontext einer viralen Infektion. 
 
Nun stellte sich die Frage: Warum ist das endogene, zelluläre p53 in den 
adenovirusinfizierten Zellen nicht transkriptionell aktiv? Shen et al. hatten in 
ihrer Arbeit (Shen et al., 2001) zwar gezeigt, daß E1B-55k R239A nicht mehr 
an p53 binden kann. Sie hatten jedoch keine Untersuchungen dazu angestellt, 
ob ein derart mutiertes E1B-55k eine transkriptionelle Induktion der p53-Ziel-
gene wieder zuläßt bzw. nicht mehr verhindert. Wir haben hierzu in vitro einen 
Reportergenversuchsansatz etabliert. Transfiziert man das Plasmid pGl3-
BP100Luc, ein Feuerfliegen-Luziferasegen unter Kontrolle des p53-induzier-
baren Mdm2-Promotors, zusammen mit einem p53-Expressionsplasmid in 
Zellen, so findet man eine sehr starke Induktion der Enzymaktivität (Abb. 4A, 
vgl. Spur 2 und Spur 1), gemessen an seinem Substratumsatz (siehe Materia-
lien & Methoden für Details).  
 
Anders verhält es sich in Gegenwart von wt-E1B-55k. Transfiziert man zusätz-
lich zu dem Luziferase-Reportergenkonstrukt und einem p53-Expressionsplas-
mid einen deutlichen Überschuß eines E1B-55k-Expressionsplasmids, so ist 
die meßbare Enzymaktivität auf ein Zehntel des Wertes in Abwesenheit von wt-
E1B-55k zurückgefallen (Abb. 4A, Spur 3, logarithmische Skala) (siehe auch 
Yew et al., 1992). Exprimiert man neben wt-E1B-55k zusätzlich auch noch wt-
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E4orf6, so läßt sich keine Induktion des unter einem p53-abhängigen Promotor 
geschalteten Reportergens mehr feststellen (Abb. 4A, vgl. Spur 4 mit Spur 1).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 4. E1B-55k R239A hat keinen Einfluß auf die transkriptionelle Aktivi-
tät von p53. (A). p53(-/-) H1299 Zellen wurden mit 50 ng Reporterplasmid pGl3-
BP100Luc transfiziert. Wo angegeben (alle außer Spur 1) wurden zusätzlich 50 
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ng pRcp53 transfiziert (Lipofectamin 2000) und zwar entweder in Kombination 
mit den respektiven Stufferplasmiden pcDNA.3-βGal, pCGN-βGal bzw. pCMV-
βGal oder mit 350 ng (750 ng) pCGN-E1B (pCMV-E4orf6), wie unter der Gra-
phik skizziert. 24 h p.t. wurden die Zellen geerntet und die Luziferaseaktivität 
bestimmt, wie beschrieben. Die gezeigten Daten beziehen sich auf ein reprä-
sentatives Experiment in Dreifachausführung. (B) Ein paralleler Transfektions-
ansatz wurde in RIPA lysiert und der SDS-Gelelektrophorese unterworfen. Die 
Membran wurde gegen p53, p21Cip-1/WAF-1 und Aktin gefärbt. 
 
 
Verwendet man aber anstelle von wt-E1B-55k die Punktmutante E1B-55k 
R239A, welche in der Immunpräzipitation nicht mehr an p53 zu binden vermag, 
so findet man nur eine unwesentliche Beeiträchtigung der p53-vermittelten 
Reportergenaktivierung (Abb. 4A, Spur 5) im Vergleich mit dem Ansatz ohne 
E1B-55k (Abb. 4A, Spur 2). Sogar nach Zusatz des E4 orf6-exprimierenden 
Plasmids, wodurch der funktionelle Ubiquitinligasekomplex komplettiert wird, 
findet man für die Kombination E1B-55k R239A und E4 orf6 immer noch eine 
deutlich meßbare p53-Aktivität (Abb. 4A, Spur 6), die um Logstufen besser ist, 
als die gemessene Aktivität für die Kombination wt-E1B-55k mit E4 orf6 (Abb. 
4A, Spur 4). Die beobachtete Verminderung der p53-Aktivität in dem Ansatz 
E1B-55k R239A plus E4 orf6 läßt sich alleine aus der Anwesenheit des E4 orf6 
erklären (Abb. 4A, vgl. Spur 6 mit Spur 7). Der inhibierende Einfluß des E4 orf6 
Proteins auf die p53-Aktivität war bereits im Vorfeld beobachtet worden (Dob-
ner et al., 1996). 
  
Die Lysate des Luziferaseversuchs aus Abb. 4A wurden anschließend auf ein 
SDS-Polyacrylamidgel aufgetragen und gegen p53, p21 und Aktin gefärbt (Abb. 
4B). Hier wurde also nun der Einfluß von E1B-55k auf die Induktion en-
dogener, in Euchromatin eingebetteter p53-Zielgene untersucht. Man erkennt, 
daß p53 durch die Kombination aus E1B-55k R239A und E4 orf6 nicht mehr 
abgebaut werden kann (Abb. 4B, Spur 6), ganz im Gegensatz zu dem Ansatz 
mit wt-E1B-55k, welches, wenn mit E4 orf6 komplettiert, das transfizierte p53 
vollständig verschwinden läßt (Abb. 4B, Spur 4).  
 
In der Färbung gegen p21, also einem repräsentativen p53-induzierbaren 
Genprodukt, sehen wir, daß in Gegenwart von wt-E1B-55k dieses endogene 
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p21 nicht induziert werden kann, obwohl p53 ausreichend vorhanden wäre 
(Abb. 4B, Spur 3). Anders ist dies bei Anwesenheit von E1B-55k R239A. Dort 
bleibt das p53 auch in Gegenwart der Punktmutante E1B-55k R239A aktiv 
(Abb. 4B, Spur 5). Selbst in Gegenwart von E4 orf6 bleibt p53 in der Lage, das 
zelluläre p21 Gen zu induzieren (Abb. 4B, Spur 6 und Spur 7). Insgesamt 
möchten wir aus den in vitro Versuchen mit singulär exprimiertem E1B-55k 
R239A und E4 orf6 Protein folgendes schließen: Die Punktmutante E1B-55k 
R239A behindert die Aktivierung der p53-Zielgene nicht mehr. Auch in Gegen-
wart von E4 orf6 kann die E1B-55k-Mutante R239A p53 nicht mehr abbauen.  
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5.5. Eine Punktmutation reduziert die inhibitorische Wirkung von E1A auf die 
transkriptionelle Induktion von p53 Zielgenen. 
 
In den in vitro Versuchen mit transfizierten E1B-55k Plasmiden schien es so, 
als ob E1B-55k R239A eine transkriptionelle Induktion von p53-Zielgenen zu-
lassen würde (Abb. 4). Dem stehen unsere Beobachtungen aus der in vivo Si-
tuation entgegen, wo wir zeigen konnten, daß in den Zellen, die mit der Mutan-
te Ad E1B-55k R239A infiziert wurden, das akkumulierte p53 eben nicht trans-
kriptionell aktiv ist (Abb. 3A, Abb. 3D). Dieser Widerspruch läßt vermuten, daß 
ein weiteres adenovirales Genprodukt, in den Transfektionsversuchen fehlend, 
auf dem viralen Genom jedoch vorhanden, für die in den virusinfizierten Zellen 
ausbleibende transkriptionelle Aktivierung durch p53 verantwortlich ist. Ein gu-
ter Kandidat hierfür sind die beiden unmittelbar frühen Genprodukte des E1A 
Gens.  
 
Von E1A ist beschrieben worden, daß es an p300 bindet (Howe et al., 1990). 
p300, eine Histonacetyltransferase (Ogryzko et al., 1996), bindet an p53 (Lill et 
al., 1997b, Avantaggiati et al., 1997), einen sequenzspezifischen Transkrip-
tionsfaktor (Yew et al., 1992, Kern et al., 1991, Fields et al., 1990, Raycroft et 
al., 1990). p300 ist ein notwendiger Kofaktor für die RNA-Pol II-vermittelte In-
duktion der p53-Transgene (Avantaggiati et al., 1997, Scolnick et al., 1997). In 
in vitro Reportergenversuchen kann die zusätzliche Anwesenheit von p300 die 
Aktivierung der p53-Zielgene stark verstärken (Lee et al., 1998, Lill et al., 
1997b).  
 
Unsere Arbeitshypothese ist in Abb. 5 zusammengefaßt. Sie zeigt auch, daß 
das virale Genprodukt E1A neben der Histonacetyltransferase p300 zusätzlich 
noch den p300/CBP-assoziierten Faktor (PCAF) zu binden und zu inaktivieren 
vermag (Yang et al., 1996). PCAF wiederum vermittelt, ebenso wie p300, die 
Acetylierung von p53 (Sakaguchi et al., 1998). Diese post-translationale 
Modifizierung von p53 erleichtert es p53, als Transkriptionsfaktor zu wirken (Liu 
et al., 1999).  
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Abb. 5. E1A könnte zu der transkriptionellen Inaktivität von p53 beitragen, 
denn es bindet an den notwendigen Kofaktor p300. Die Schemazeichnung 
zeigt, daß p53 als Tetramer an DNA bindet. Transkriptionsinitiationsfaktoren 
und transkriptionelle Ko-Aktivatoren binden an die N-terminale Transkaktivie-
rungsdomäne von p53. Diese Kofaktoren wiederum rekrutieren den RNA Pol II 
Holoenzymkomplex, der für die Transkription der p53-induzierbaren Gene be-
nötigt wird.  
Das sehr frühe virale Genprodukt E1A bindet an p300 und PCAF. Beides sind 
Aktivatoren von p53, die seine Stabilität und transkriptionelle Aktivität positiv 
beeinflussen. Wir vermuten, daß in Gegenwart von E1A-Expression diese 
Transkriptionshilfsfaktoren wegtitriert werden. Gebunden und inaktiviert durch 
E1A stehen diese dem DNA-gebundenen p53 nun nicht mehr zur Verfügung, 
um die Transkription der p53-Zielgene zu verstärken. 
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Mit Hilfe unseres p53-induzierbaren Reportergenansatzes aus Abschnitt 5.4. 
haben wir nun versucht, folgende Frage zu beantworten: Können wir eine Be-
einträchtigung der transkriptionellen Aktivität von p53 in Gegenwart von ko-
transfiziertem E1A feststellen? Die Ergebnisse zeigt Abb. 6A. Bei Zugabe stei-
gender Mengen von wt-E1A nimmt die Fähigkeit von p53, seine Zielgene zu 
aktivieren, immer weiter ab (Abb. 6A, vgl. Spur 2, Spur 3 und Spur 4). Wird nun 
an Stelle von wt-E1A eine Mutante von E1A transfiziert, die p300 nicht mehr zu 
binden vermag (Wang et al., 1993, Somasundaran et al., 1997, Stein et al., 
1990), so läßt sich zwar immer noch eine Reduzierung transkriptionellen Akti-
vität von p53 feststellen, bei gleicher Konzentration ist sie gegenüber wt-E1A 
jedoch deutlich vermindert (Abb. 6A, vgl. Spur 5 und Spur 3, sowie Spur 6 und 
Spur 4). Insgesamt hat die nunmehr fehlende Funktionalität des mutierten E1A, 
an p300 binden zu können, dem p53 geholfen, seine Zielgene effizienter indu-
zieren zu können. Die Inaktivierung von p300 durch das adenovirale Genpro-
dukt E1A trägt also mit dazu bei, die transkriptionelle Aktivierung der p53-Ziel-
gene zu minimieren. 
 
Wir haben daraufhin ein Virus konstruiert, bei dem neben der Punktmutation in 
E1B-55k, die dazu geführt hat, daß E1B-55k nicht mehr an p53 zu binden ver-
mag, auch in dem Genprodukt des E1A Gens ein einzelner Aminosäureaus-
tausch von Arginin 2 nach Glycin stattgefunden hat. In einem solchen doppelt 
mutanten Virus Ad E1B-55k R239A.E1A R2G kann das E1A Protein nicht mehr 
an p300 binden. Das zelluläre p300 stünde dem p53 somit auch in den virusin-
fizierten Zellen weiterhin zur Verfügung. Abb. 6B zeigt den immunologischen 
Nachweis von p53 und seinem Zielgen p21 in solchen Ad E1B-55k R239A.E1A 
R2G-infizierten Zellen. Man erkennt, daß auch in den mit der Doppelmutante 
infizierten Zellen p53 massiv akkumuliert (Abb. 6B, Spur 2), aber nicht aktiv ist 
(Abb. 6B, untere Hälfte, vgl. Spur 2 und Spur 4). In vivo bleibt somit, gemessen 
an der Induktion des Zielgens p21, p53 auch in den Ad E1B-55k R239A.E1A 
R2G-infizierten Zellen transkriptionell inaktiv (Abb. 6B, vgl. Spur 2 und Spur 4). 
Die Elimination der p300-Bindung aus dem E1A war somit nicht ausreichend, 
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um in den virusinfizierten Zellen die transkriptionelle Aktivität des p53 zu rekon-
stituieren. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb 6. Wt-E1A supprimiert die transkriptionelle Induktion eines p53-akti-
vierbaren Reportergens. Eine Punktmutante von E1A, R2G, welche nicht 
mehr an p300 bindet, reduziert die p53-vermittelte Transgenexpression 
weniger stark. (A) H1299 Zellen wurden mit dem p53-responsiven Reporter-
konstrukt pGl3-BP100Luc transfiziert, entweder alleine (Spur 1) oder in Kombi-
nation mit 50 ng pCp53 (Spur 2). In Spur 3 und Spur 4 wurden steigende Men-
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gen pcDNA.3-E1A-13S zugegeben (300 ng und 1100 ng), in Spur 5 und Spur 6 
hingegen wurde mit einem Expressionsvektor für die Punktmutante E1A-13S 
R2G komplettiert (300 ng und 1100 ng). Die zu transfizierenden DNA Mengen 
wurden mittels pcDNA.3-βGal abgeglichen. 24 h p.t. wurden die Transfektions-
ansätze in Reporterlysispuffer geerntet und der Substratumsatz photometrisch 
bestimmt. Das Balkendiagramm zeigt eine repräsentative Dreifachbestimmung. 
(B) Keine Wiederherstellung der p53-Zielgeninduktion in Ad E1B-55k 
R239A.E1A R2G infizierten Zellen. A549 Zellen wurden mit den angeführten 
Viren mit einer m.o.i. = 20 infiziert. Dem Virus in Spur 1 fehlt die p53-Bindung 
durch E1B-55k, dem Virus aus Spur 2 zusätzlich die p300-Inaktivierung durch 
E1A. Spur 3 ist ein wt-Virus, Spur 5 ein nicht replikationsfähiger Erstgenera-
tionsvektor. 24 h p.i. wurden die Zellen in RIPA geerntet, die Proteine im SDS-
Gel aufgetrennt und der Western Blot gegen p53 und p21 gefärbt. 
 
 
 
5.6. Eine residuäre Bindung des mutierten E1B-55k R239A an p53 kann – so-
weit vorhanden - nicht für die transkriptionelle Inaktivität des endogenen p53 
verantwortlich gemacht werden.   
 
Nach den Befunden aus Abb. 3A war das zelluläre p53 in den adenovirusinfi-
zierten Zellen transkriptionell inaktiv, obwohl es in den Ad E1B-55k R239A-
infizierten Zellen massiv akkumulierte. Dieser Befund konnte für alle anderen 
untersuchten p53(+/+) Zellinien bestätigt werden, so daß es sich um ein allge-
meines Phänomen zu handeln scheint (nicht gezeigt für HFF-Noah, MRC-5, 
U2OS, HCT-116 und HUVEC). Eine Erklärungsmöglichkeit hierfür wäre, daß 
die eingeführte Punktmutation R239A in der Primärsequenz von E1B-55k nicht 
ausreicht, um die Bindung an p53 vollständig zu eliminieren. Die Aussage von 
Shen et al., E1B-55k R239A binde nicht mehr an p53, beruht auf der experi-
mentellen Unfähigkeit, p53 mit Hilfe der Mutante E1B-55k R239A kozuprä-
zipitieren (Shen et al., 2001). Es ist gut vorstellbar, daß eine Rest-Bindeakti-
vität des E1B-55k R239A an p53, die sich der Detektion in der Koimmunprä-
zipitation entzieht, in der in vivo Situation dennoch ausreicht, um die transkrip-
tionelle Aktivierung der p53-Zielgene zu verhindern.  
 
Um ausschließen zu können, daß eine verbleibende leichte Assoziation des 
E1B-55k R239A für die Inaktivität des p53 in den virusinfizierten Zellen verant-
wortlich ist, haben wir die Induktion der p53-Zielgene in Zellen untersucht, die 
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mit einem Virus infiziert wurden, dem das E1B-55k Genprodukt komplett fehlt 
(Ad ∆E1B-55k oder dl338, siehe Materialien & Methoden für Details). Die Er-
gebnisse sind in Abb. 7 gezeigt. Im Vergleich zu den mit Ad E1B-55k R239A-
infizierten Zellen scheint die Akkumulation des zellulären p53 in den Ad ∆E1B-
55k-infizierten Zellen eher noch etwas stärker (Abb. 7A, vgl. Spur 2 mit Spur 4).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 7. Repression der p53-Zielgene trotz p53-Akkumulation auch in völ-
liger Abwesenheit von E1B-55k. (A) LS174T Zellen wurden 24 h nach Infek-
tion (m.o.i. = 20) mit Ad E1B-55k R239A, Ad wt oder Ad ∆E1B-55k bzw. Mock 
geerntet und der p53 bzw. p21-Gehalt der Lysate im Westernblot analyisert. (B) 
Ein zu (A) identischer Ansatz wurde zur Stimualtion des endogenen p53-
Antwort für 3 h p.i. mit 287 nM Camptothecin behandelt, geerntet und weiterbe-
arbeitet wie in (A). 
 
 
 
In der darunter gezeigten Färbung gegen p21 erkennt man, daß auch in der 
kompletten Abwesenheit des viralen p53-Antagonisten E1B-55k keine Induktion 
der p53-Zielgene feststellbar ist (Abb. 7A, Spur 4). Eine wie auch immer gear-
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tete residuäre Bindung von E1B-55k R239A an p53 kann somit als Erklärung 
für die transkriptionelle Stille von p53 ausgeschlossen werden. 
 
Eine Eigenschaft der hier verwendeten LS174T-Zellen ist es, daß man p53 
durch die Zugabe von Camptothecin stimulieren kann (Tishler et al., 1993). Wie 
in der unteren Hälfte von Abb. 7 gezeigt, führt die Aktivierung von p53 über eine 
durch die DNA-Schäden induzierte Proteinkinase-Kaskade zu einer deutlichen 
Verstärkung der transkriptionellen Aktivität von p53, aber nur in den 
uninfizierten Zellen (vgl. Abb. 7A, Spur 1 mit Abb. 7B, Spur 1). In den 
adenovirusinfizierten Zellen bleibt die durch Camptothecin eingeleitete 
Steigerung der transkriptionellen Aktivität von p53 aus (gemessen als p21-
Induktion, Abb. 7B, Spur 2,3 und 4), und zwar auch bei vollständiger 
Abwesenheit von E1B-55k (Abb. 7B, Spur 4). Ein anlagerndes Abschirmen von 
E1B-55k R239A an den N-Terminus von p53 kann somit als Grund für die 
Inhibition von p53 ausgeschlossen werden. Hingegen wird p53 offenbar durch 
einen anderen Mechanismus inaktiviert.  
 
 
5.7. Die aktivierende Phosphorylierung von p53 wird im Rahmen einer 
Adenovirusinfektion nicht beeinträchtigt. 
 
DNA-Schäden, wie sie zum Beispiel durch Zugabe von Camptothecin erzeugt 
werden können (Mattern et al., 1987), führen zu einer Zunahme des intrazellu-
lären p53 (Tishler et al., 1993). Über eine Reihe von Proteinkinasen, besonders 
Chk1 und Chk2, aber auch direkt über ATM und ATR, wird p53 an den 
Serinresten 15 und 20 phosphoryliert und hierdurch aktiviert (Shieh et al., 2000, 
Khanna et al., 1998, Tibbets et al., 1999). Eine mögliche Erklärung, warum p53 
in den adenovirusinfizierten Zellen transkriptionell inaktiv ist, könnte sein, daß 
das Virus diese zur Stabilisierung und Aktivierung von p53 notwendige 
Phosphorylierung (Shieh et al., 1997, Turenne et al., 2001) zu unterbinden 
weiß. Oder aber das Virusgenom aktiviert oder kodiert für eine 
Proteinphosphatase, welche die vorzunehmende Phosphorylierung an den p53 
Molekülen rasch wieder entfernt.  
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Mittels eines phosphospezifischen Antikörpers haben wir daher den Phospo-
horylierungsstatus von p53 in den virusinfizierten Zellen untersucht. Die Er-
gebnisse sind in Abb. 8 gezeigt. Für alle untersuchten Viren gibt es eine stren-
ge Korrelation zwischen den Phospho-p53-Mengen und den Gesamtmengen 
an p53 in den infizierten Zellen. Eine Verhinderung der aktivierenden Phospho-
rylierung von p53 an Serin-15 durch Adenovirusinfektion scheidet somit als Er-
klärungsmöglichkeit für die fehlende p53-Aktivität aus. Wenn überhaupt ist das 
p53 in den virusinfizierten Zellen eher mehr phosphoryliert als in uninfizierten 
Zellen (Abb. 8, vgl Spur 1 und 2 sowie Spur 5 und 6, oberste und zweitoberste 
Zeile).   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 8. Adenovirusinfektion verhindert nicht die aktivierende Phosphory-
lierung von p53. LS174T Zellen, uninfiziert oder infiziert mit Ad E1B-55k 
R239A, Ad wt oder Ad ∆E1B-55k (m.o.i. = 20), wurden ab Infektion für 3h mit 
0,1% DMSO oder 287 nM Camptothecin behandelt. 24 h nach Infektion wurden 
die Zellen in RIPA geerntet und im SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt. Die 
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Membranen wurden nacheinander gegen phospho-p53, gesamt p53, p73, p21, 
Mdm-2 und Aktin gefärbt. 
 
 
 
 
5.8. Eine kompetitive Absättigung der p53-Bindestellen durch p73∆N scheidet 
als Erklärungsmöglichkeit für die transkriptionelle Stille von p53 aus. 
 
Es existieren zwei etablierte negative Rückkopplungsschlaufen für p53, die 
seine wachstumsarretierende und Apoptose-induzierende Aktivität hemmen, 
zumindest im Grundzustand der Zellen (Momand et al., 1992, Wu et al., 1993, 
Grob et al., 2001, Yang et al., 1998). Eine dieser negativen Rückkopplungs-
schlaufen verläuft über Mdm-2, eine zelluläre, p53-spezifische E3-Ubiquitin-
ligase, die endogenes p53 kontinuierlich destabilisiert (Honda et al., 1997, 
Haupt et al., 1997b, Kubbutat et al., 1997). Da andererseits Mdm-2 auch ein 
p53-Zielgen ist, kann bei Bedarf deutlich mehr dieses p53-Antagonisten 
hergestellt werden (1. negative Rückkopplungsschlaufe) (Barak et al., 1993, 
Wu et al., 1993).  
 
Eine ähnliche negative Rückkopplungsschlaufe existiert mit Hilfe von p73∆N 
(Fillippovich et al., 2001, Grob et al., 2001, Stiewe et al., 2002, Kartasheva et 
al., 2002). p73 ist ein Homologes von p53 (Kaghad et al., 1997), das an identi-
sche, zumindest aber überlappende DNA-Erkennungssequenzen binden kann 
(Di Como et al., 1999). Auch p73 ist ein Transkriptionsfaktor und kann typische 
p53-aktivierbare Gene induzieren (Jost et al., 1997, Gaiddon et al., 2001). Be-
sonders in Abwesenheit von p53 kann es dieses mitunter funktionell ersetzen 
(Sayan et al., 2001, Zhu et al., 1998).  
 
Von p73 jedoch existieren N-terminale Verkürzungsisoformen, p73∆N, denen 
die transkriptionsaktivierende Domäne fehlt (Grob et al., 2001), während sie 
weiterhin an die p53-spezifischen DNA-Erkennungssequenzen binden (Stiewe 
et al., 2002). Diese ∆N-Varianten von p73, welche unter der transkriptionellen 
Kontrolle von p53 stehen (Grob et al., 2001, Kartasheva et al., 2002), können 
somit p53 funktionell antagonisieren und p53-vermittelte Genexpression wirk-
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sam unterbinden (Fillippovich et al., 2001, Stiewe et al., 2002), weil sie die ge-
meinsame DNA-Erkennungssequenz kompetitiv blockieren. Herpesviren benut-
zen eine solche Strategie, p73∆N-Varianten zu induzieren, um p53 funktionell 
auszuschalten (Allart et al., 2002). 
 
Deshalb haben wir gefragt: Kann eine eventuelle Adenovirus-induzierte Über-
expression der p53-Antagonisten p73∆N bzw. Mdm-2 die transkriptionelle Inak-
tivität des p53 in den virusinfizierten Zellen erklären? Die Antwort ist in Abb. 8 
gezeigt. Die drittoberste Zeile zeigt eine Färbung von Lysaten adenovirusinfi-
zierter Zellen gegen p73. Man erkennt, daß alleine durch Adenovirusinfektion 
p73 verstärkt exprimiert wird (Abb. 8 drittoberste Zeile, vgl. Spur 1 mit den 
Spuren 2, 3, 4). Allerdings handelt es sich hierbei um volle Länge p73, also die 
transkriptionell aktive Spleißvariante. Erst bei Stimulation der Zellen mit Camp-
tothecin entsteht p73∆N, jener Kompetitor für die DNA-Erkennungssequenzen 
von p53 (Abb. 8 drittoberste Zeile, Spur 5). Dieser Teil des Regelkreislaufs ist 
also nach wie vor intakt: Transkriptionell aktives p53 kann die ∆N-Variante von 
p73 induzieren (Abb. 8, vergleiche den darunter abgebildeten Blot gegen p21 
als Maß für die transkriptionelle Aktivität von p53). In den virusinfizierten Zellen 
hingegen findet man auch bei Stimulation mit Camptothecin nur volle Länge 
p73 (Abb. 8, drittoberste Zeile, Spuren 6 bis 8). Die transkriptionelle Stille von 
p53 in den virusinfizierten Zellen kann somit nicht über eine übermäßige Akku-
mulation von p73∆N erklärt werden. 
 
Für den anderen p53-Antagonisten, Mdm-2, gilt Analoges (Abb. 8, zweitunter-
ste Zeile). Erst transkriptionell aktives p53 vermag seinen eigenen negativen 
Regulator zu induzieren und nicht umgekehrt, der in virusinfizierten Zellen über-
reichlich vorhandene p53-Antagonist Mdm-2 ubiquitiniert jegliches verfügbares 
p53 (Abb. 8, zweitunterste Zeile). Eine vermutete globale und massive Induk-
tion von Mdm-2 durch die Virusinfektion kann wiederum nicht als Erklärung für 
die transkriptionelle Inaktivität des p53 dienen.  
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5.9. Eine Relokalisation des p53 in den virusinfizierten Zellen kann nicht für die 
transkriptionelle Inaktivität von p53 verantwortlich gemacht werden. 
 
Für p53 ist beschrieben worden, daß es an einzelsträngige DNA bindet (Se-
linova et al., 1996). Zumindest gilt dies unter in vitro Bedingungen. Im Rahmen 
einer Adenovirusinfektion ist einzelsträngige DNA, etwas für die Zelle sehr un-
gewöhnliches, mit Beginn der viralen DNA Replikation (ab 20 h p.i.) in großer 
Menge anzutreffen. Man konnte daher annehmen, daß die beobachtete feh-
lende Aktivität des p53 mit einem Binden des p53 an einzelsträngige DNA und 
nachfolgender Relokalisation zusammenhängen könnte. Die einzelsträngige 
virale DNA befindet sich in sogenannten viralen Replikationszentren und wird 
dort durch das virale Protein E2A stablilisiert.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 9. p53 wird nicht in die viralen Replikationszentren relokalisiert. A549 
Zellen wurden entweder mit Ad wt (obere Zeile) oder Ad E1B-55k R239A (unte-
re Zeile) infiziert (m.o.i. = 2). Die nach 26 h mit Paraformaldehyd fixierten Zellen 
wurden parallel gegen das virale DNA-bindende Protein E2A (Hybrido-
Ad wt, 26h p.i.
Ad E1B 55k R239A, 26h p.i.
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maüberstände B6.8, Ziege-α-Maus Alexa Fluor 488 - grün, linke Spalte) sowie 
gegen p53 (Kanninchenserum fl393, Ziege-α-Kanninchen Alexa Fluor 594 - rot, 
mittlere Spalte) gefärbt. Die nukleäre DNA wurde mit DAPI angefärbt (blaue 
Fluoreszenz, rechte Spalte). 
 
 
In der linken Spalte von Abb. 9 ist eine Immunfärbung von infizierten Zellen ge-
gen das virale E2A Protein gezeigt. Mit Beginn der DNA-Replikation sammelt 
sich das E2A in sphärischen Strukturen, den viralen Replikationszentren. Wür-
de p53 ebenfalls an einzelsträngige DNA binden, so müßte es in diese viralen 
Replikationszentren rekrutiert werden. Eine solche Kolokalisation des akkumu-
lierten p53 mit einzelsträngiger DNA in die viralen Replikationszentren konnten 
wir nicht beobachten. Abb. 9 mittlere Spalte zeigt eine Gegenfärbung der infi-
zierten Zellen gegen p53. Man erkennt klar die Akkumulation des endogenen 
p53 in den Zellkernen der mit dem mutanten Virus Ad E1B-55k R239A infizier-
ten Zellen (Abb. 9, untere Zeile). Doch p53 bleibt gleichmäßig über den Zellkern 
verteilt, es liegt nicht in den Replikationszentren gebunden vor (Abb. 9, untere 
Zeile). Eine räumliche Sequestration des p53 in E2A-positive Strukturen kann 
somit als Erklärung für die transkriptionelle Inaktivität von p53 ausgeschlossen 
werden.  
  
 
5.10. Die zusätzliche Deletion des anti-apoptotischen Proteins E1B-19k aus 
dem viralen Genom führt zu einer verstärkten Apoptose in den virusinfizierten 
Zellen. 
 
Für das Auslösen der p53-vermittelten Apoptose scheint eine transkriptionelle 
Aktivität von p53 nicht immer erforderlich (Haupt et al., 1995, Haupt et al., 
1997a, Marchenko et al., 2000, Regula et al., 2001, Mihara et al., 2003, Ding et 
al., 2000). Demnach müßten die Ad E1B-55k R239A-infizierten Zellen - in ihnen 
akkumuliert endogenes p53 (Abb. 3A, Abb. 7) - massiv in Apoptose gehen. 
Dies tun sie aber nicht (Abb. 3B, Abb. 3C). Man könnte daher vermuten, daß es 
in dem adenoviralen Genom einen weiteren p53-Antagonisten gibt. Solch ein - 
viertes - adenovirales Protein, welches die negativen Folgen einer p53-
Akkumulation unterbinden kann, muß gar nicht notwendigerweise direkt mit p53 
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interagieren. Ein guter Kandidat ist daher E1B-19k, das Produkt eines kleinen, 
überlappenden Leserahmens zu E1B-55k (Bos et al., 1981). Von E1B-19k ist 
beschrieben, daß es ein virales Analogon zu dem zellulären Protein bcl-2 ist 
(Chiou et al., 1994, Huang et al., 1997). Bcl-2 und E1B-19k binden beide an 
aktiviertes bak und bax und können auf diese Art und Weise eine 
Depolarisation der Mitochondrien verhindern (Farrow et al., 1995, Han et al., 
1996, Huang et al., 1997). Eine solche Depolarisation der Mitochondrien - 
verbunden mit der Freigabe von cytochrom c - ist auch in der p53-vermittelten 
Apoptose notwendig, um die Effektor-Caspasen zu aktivieren (Liu et al., 1996, 
Kluck et al., 1997). E1B-19k ist in der Lage, eine solche p53-vermittelte 
Apoptose zu antagonisieren (Han et al., 1996, Yang et al., 1997). 
 
Wir haben daher den offenen Leserahmen E1B-19k deletiert, alleine oder in 
Kombination mit der p53-stabilisierenden Mutation E1B-55k R239A (siehe 
Materialien & Methoden für Details). Nun haben wir gefragt: Können wir mit 
einer solchen Doppelmutante Ad ∆E1B-19k.E1B-55k R239A eine verstärkte 
Apoptose beobachten? Die Ergebnisse in Gegenwart von endogenem p53 sind 
in Abb. 10 gezeigt. In Abwesenheit von E1B-19k in den infizierten Zellen läßt 
sich nach 48h Apoptose beobachten, hier gezeigt anhand der einsetzenden 
PARP-Spaltung (Abb. 10A, Spur 4). Dieser Effekt tritt nicht auf in Gegenwart 
von E1B-19k (Abb. 10A, Spur 2 und Spur 3) sowie in uninfizierten Zellen (Abb. 
10A, Spur 1). Interessanterweise ist die in den doppelt mutanten Ad E1B-55k 
R239A.∆E1B-19k-infizierten Zellen zu beobachtende Apoptose stärker als in 
Anwesenheit von wt-E1B-55k (Abb. 10A, vgl. Spur 5 und Spur 4).   
 
Von den N-terminalen alternativen Verkürzungsprodukten p73∆Nα und p73∆Nβ 
ist beschrieben worden, daß sie als Kompetitoren für die DNA-Bindung an die 
p53-Erkennungssequenzen wirken (Yang et al., 1998, Fillippovich 2001, Stiewe 
et al., 2002). Sie können somit selektiv die transkriptionelle Aktivität von p53 
antagonisieren (Grob et al., 2001, Kartasheva et al., 2002), während sie ande-
rerseits nicht direkt mit dem p53 Molekül interagieren (Davison et al., 1999). 
Man kann also durch die Überexpression von ∆N-Varianten des p73 - diese 
sind selber nicht transkriptionell aktiv - unterscheiden, ob die Effekte auf eine 
Ergebnisse                                                                                         Seite 61 
 
transkriptionelle Induktion von p53-Zielgenen zurückzuführen sind oder ob sind 
unabhängig von p53-vermittelter Transkription stattfinden. In Abb. 10B und 
Abb. 10C ist die einsetzende Apoptose in Gegenwart von überexprimiertem 
p73∆Nβ und p73∆Nα gezeigt. Wiederum tritt Apoptose nur in den Zellen auf, 
die mit einem E1B-19k-defizienten Virus infiziert wurden (Abb. 10B und Abb. 
10C, Spuren 4 und 5). Man erkennt deutlich: Die Apoptose ist jeweils stärker in 
denjenigen Zellen, die mit der Doppelmutante infiziert wurden (Abb. 10, vgl. 
Spur 4 mit Spur 5). Da die Apoptose aber auch in Gegenwart des Kompetitors 
p73∆N zu beobachten ist, scheint es sich um eine Art von Apoptose zu han-
deln, die unabhängig von der transkriptionellen Aktivität von p53 ausgelöst 
werden kann. Auf der anderen Seite ist die Apoptose abhängig von p53, da sie 
in der Mutante mit dem Arginin 239 nach Alanin-Austausch deutlich stärker auf-
tritt als in Anwesenheit von wt-E1B-55k, welches direkt an p53 bindet. 
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Abb. 10. In Abwesenheit von E1B-19k und in Anwesenheit von p53 zeigen 
die adenovirusinfizierten Zellen Apoptose. p73∆N kann kann die p53-ver-
mittelte Apoptose nicht verhindern. (A) A549 Zellen wurden uninifiziert ge-
lassen (Mock) oder mit den Adenoviren Ad E1B-55k R239A, Ad wt, Ad ∆E1B-
19k oder der Doppelmutante Ad E1B-55k R239A.∆E1B-19k infiziert (m.o.i. = 
10). 48 h p.i. wurden die Zellen in RIPA / 8 M Harnstoff / 6 x Lämmli (2:2:1 v/v) 
geerntet und auf ein 10% SDS-Polyacrylamidgel aufgetragen. Der Westernblot 
wurde gegen PARP gefärbt. (B) Zellen wie in (A) wurden zusätzlich mit einem 
Expressionsvektor für p73∆Nβ, Ad p73∆Nβ (m.o.i. = 60), transduziert. Weiter-
behandlung wie in (A). (C) Zellen wie in (B) wurden mit einem Expressionsvek-
tor für p73∆Nα, Ad p73∆Nα (m.o.i. = 60) transduziert. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Mock Ad E1B-55k R239A
Ad ∆E1B-19k
Ad wt
Ad E1B-55k R239A 
       ∆E1B-19k
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Abb. 11. Bei Fehlen des adenoviralen Proteins E1B-19k beobachtet man 
Apoptose. Diese Apoptose wird verstäkt bei Akkumulation von endoge-
nem p53, ermöglicht durch die R239A Mutation in E1B-55k. (A) A549 Zellen 
wurden bei einer m.o.i von 10 mit den verschiedenen Viren infiziert, die lichtmi-
kroskopischen Aufnahmen entstanden 48 h p.i. (B) LS174T Zellen wurden mit 
den angegebenen Viren infiziert (m.o.i. = 20) und gleichzeitig für 3h mit 287 nM 
Camptothecin stimuliert. Die Aufnahmen entstanden 26h p.i. 
 
 
 
In Abb. 11 sind lichtmikroskopische Aufnahmen der virusinfizierten Zellen 
gezeigt. Sie vermitteln den Eindruck, daß, gegenüber nicht-infizierten Zellen, 
bereits die Infektion mit wt-Adenovirus zu einem gewissen Verdicken und 
Abkuglen der virusinfizierten Zellen führt (Abb. 11, vgl. Bild B mit Bild A). 
Ähnliches gilt, wenn auch zeitlich etwas verlangsamt, für die Ad E1B-55k 
R239A-infizierten Zellen (Abb. 11, Bild C). Auch in den Ad ∆E1B-19k-infizierten 
Zellen haften die meisten der abgekugelten Zellen noch an der Kulturschale, 
doch gibt es auch bereits erste apoptotisch schwimmende (Abb. 11, Bild D). In 
den Zellen, die mit der Doppelmutante Ad ∆E1B-19k.E1B-55k R239A infiziert 
wurden, scheint die Apoptose gegenüber den Ad ∆E1B-19k-infizierten Zellen 
nochmals verstärkt. Eine Mehrzahl schwimmt und zeigt deutliche apoptotische 
Anzeichen wie nuclear blebbing (Abb. 11 Bild E.) Offenbar ist die vermehrte 
Apoptose auf die Akkumulation des endogenen p53 zurückzuführen, und das, 
obwohl p53 transkriptionell nicht aktiv ist. 
 
 
5.11. Die Deletion der p400-Bindung aus der Primärsequenz von E1A führt zu 
einer weitestgehenden Wiederherstellung der transkriptionellen Aktivität von 
p53 in in vitro Reportergen-Assays. 
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Nach den Ergebnissen aus Abschnitt 5.4. war das E1A Protein an der trans-
kriptionellen Inaktivierung des p53 beteiligt. Allein durch eine Elimination der 
p300-Bindung mittels der Mutante E1A R2G konnte die transkriptionelle 
Induktion der p53-Zielgene nicht wieder hergestellt werden. Erneut stellte sich 
die Frage, ob alleine durch die Punktmutation von Arginin 2 nach Glycin die 
Bindung des E1A an p300 wirklich komplett aufgehoben worden ist, oder aber 
ob nicht doch eine Restbindeaktivität verbleibt. Wiederum beruht die Aussage 
E1A binde nicht mehr an p300 auf der Unmöglichkeit, p300 in Gegenwart der 
R2G-Mutante kozupräzipitieren (Wang et al., 1993). Funktionelle Analysen mit 
dieser Punktmutante hinsichtlich ihres Einflusses auf die transkriptionelle Akti-
vität von p53 haben erst wir angestellt. Andererseits ist bekannt, daß die 
Transkription von p53-Zielgenen in Gegenwart eines Überschusses von p300 
massiv gesteigert werden kann (Lill et al., 1997b, Gu et al., 1997, Scolnick et 
al., 1997, Avantaggiati et al., 1997).  
 
Um wirklich ausschließen zu können, daß die p300-Bindung des E1A keinen 
nennenswerten Beitrag zur Wiederherstellung der transkriptionellen Aktivität 
von p53 leistet, haben wir weitere Mutanten von E1A getestet, die ebenfalls 
nicht mehr an p300 binden können (Wang et al., 1993, Whyte et al., 1988, 
Whyte et al., 1989, Somasundaram et al., 1997). Abb. 13 zeigt die Ergebnisse 
eines in vitro Reportergenversuchs. Zu dem bereits beschriebenen Luziferase-
konstrukt unter Kontrolle des p53-abhängigen Mdm2-Promotors haben wir 
zusätzlich zu p53 noch wt-E1A bzw. die in der Abbildung angedeuteten Mutan-
ten von E1A transfiziert. Man erkennt, daß gerade größere Mengen E1A zu 
einer deutlichen Reduktion der transkriptionellen Aktivität von p53 führen (Abb. 
13, vgl. Spur 2 und Spur 3). Zwar wird durch die E1A-Mutante R2G die inhibito-
rische Wirkung von E1A auf die Induktion der p53-Zielgene etwas reduziert 
(Abb. 13, vgl. Spur 4 und Spur 3, siehe auch Abb. 6A Spur 2, 4 und 6), doch 
gerade bei höheren E1A-Konzentrationen überwiegt auch in der Punktmutante 
der inhibitorische Effekt. Mit den neu synthetisierten E1A-Mutanten, eine Dele-
tionsmutante der Aminosäuren 15 bis 25 und eine Substitutionsmutante der 
Aminosäuren 19, 20, 22 und 23 - beide können ebenfalls nicht mehr an p300 
binden - erhält man identische Ergebnisse wie zuvor mit der einfachen Sub-
stitutionsmutante R2G (Abb. 13, Spur 5 und Spur 6). Zwar zeigen beide analog 
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R2G (Abb. 13 Spur 4) eine gewisse Verminderung der inhibitorischen Wirkung 
von wt-E1A (Abb. 13, Spur 3) doch sind die Ergebnisse - gerade bei höheren 
E1A-Konzentrationen - noch weit entfernt von dem Zustand in Abwesenheit von 
E1A (Abb. 13, Spur 2). Anhand der Vielzahl an unbahängigen p300-defizienten 
Mutanten des E1A Proteins schließen wir, daß die Inakti-vierung von p300 
durch E1A doch nur einen geringen Beitrag zu der transkrip-tionellen Verstum-
mung von p53 liefert. 
 
In jüngerer Zeit ist beschrieben worden, daß E1A neben p300 noch an eine 
weitere Histonacetyltransferase, p400, bindet (Lill et al., 1997a, Fuchs et al., 
2001, Barbeau et al., 1994). Die Bindungstelle des p400 auf der Primärsequenz 
von E1A ist kartiert worden (Fuchs et al., 2001, Deleu et al., 2001). Wir haben 
nun untersucht, ob die E1A-vermittelte Inaktivierung von p400 für die 
transkriptionelle Stille der p53-Zielgene verantwortlich sein kann. Abb. 13, Spur 
7 zeigt die Ergebnisse der Kotransfektionsversuche mit dem 
Reportergenkonstrukt. Im Vergleich zu der Situation ohne E1A ist die 
transkriptionelle Aktivität von p53 in Gegenwart der E1A-Deletionsmutante 25-
36 nur unwesentlich beeinträchtigt. Die zusätzliche Deletion der p300-Bindung 
in der E1A-Mutante ∆2-36 zeigt nur noch eine unwesentliche Verbesserung 
gegenüber der Situation, wo nur die p400-Bindung aus dem E1A Molekül 
deletiert wurde. Durch die Deletion der p400-Bindungsstelle aus der 
Primärsequenz von E1A konnte die inhibitorische Wirkung von wt-E1A auf die 
transkriptionelle Aktivität von p53 aufgehoben werden. 
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Abb. 13. Eine E1A Mutante, unfähig an p400 zu binden, behindert die 
transkriptionelle Aktivität von p53 nicht mehr. 130.000 H1299 Zellen wur-
den in 12 well Platten ausgesäht und mittels Lipofectamin 2000 mit insgesamt 
1,2 µg DNA transfiziert. Neben den entsprechenden βGal exprimierenden Füll-
plasmiden wurden in Spur 1 zusätzlich ausschließlich 50ng des Reporterplas-
mids pGl3-BP100Luc sowie 50 ng pCMV.NeoBam.egfp transfiziert, in allen wei-
teren Spuren darüber hinaus auch noch 5 ng pCp53. Ab Spur 3 wurde jeweils 
noch 1100 ng eines Expressionsplasmids für wt-E1A.13S (pcDNA.3-E1A) oder 
die jeweils angegebenen, hiervon abgeleiteten Mutanten zugegeben - wie un-
ter der Abbildung angedeutet. E1A R2G, ∆15-25, L19S.L20N.L23S.I24A, und 
∆2-36 haben jeweils die p300-Bindung verloren, an die E1A-wt und E1A∆25-36 
noch binden, wohingegen die Mutanten E1A∆25-36 und E1A∆2-36 beide die 
p400-Bindestelle verloren haben, so wie in der Abbildung angedeutet. 24 h p.t. 
wurden die Zellen geerntet und die Luziferaseaktivität bestimmt. 
 
 
 
Als nächstes haben wir versucht, die in unserem Reportergenversuch gewon-
nenen Erkenntnisse auf die Situation infizierter Zellen zu übertragen. Wir haben 
hierzu zu den bereits eingeführten Viren Ad ∆E1B-19k.E1B-55k R239A und Ad 
E1B-55k R239A jeweils Schwesterviren konstruiert, denen durch die  
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Abb. 14. Im Kontext einer produktiven Adenovirusinfektion führt das zu-
sätzliche Fehlen der p400 Inakitvierung durch ein mutiertes E1A immer 
noch nicht zu einer Wiederherstellung der transkriptionellen Induktion der 
p53 Zielgene. A549 Zellen wurden bei einer m.o.i von 15 mit den folgenden 
mutanten Viren infiziert: Ad E1B-55k R239A.∆E1B-19k (Spur 2), bzw. den hier-
von abgeleiteten Schwesterviren Ad E1B-55k R239A.∆E1B-19k.E1A∆25-36 
(keine p400-Bindung, Spur 3) bzw. Ad E1B-55k R239A.∆E1B-19k E1A.R2G 
(keine p300-Bindung, Spur 4) oder Ad E1B-55k R239A (keine p53-Destabilisie-
rung aber Apoptose-resistent da E1B-19k-positiv, Spur 5) und dem Derivat Ad 
E1B-55k R239A.E1A∆25-36 (zusätzlich keine p400-Inaktivierung, Spur 6). Die 
infizierten Zellen wurden 36 h p.i. in RIPA geerntet und die Lysate im SDS-
Polyacrylamidgel aufgetrennt. Die Abklatschhybridisierung dieses Gels wurde 
mit Antikörpern gegen p53, p21 und einer Ladekontrolle (Ku80) dekoriert und 
mit peroxidasegekoppelten spezies-spezifischen Sekundärantikörpern nachge-
wiesen (WestDura Luminol/Enhancer System, Fa. Pierce). 
 
 
 
zusätzliche Deletion der Aminosäuren 25-36 des E1A Proteins die Fähigkeit 
abhanden gekommen ist, p400 zu blockieren. Abb. 14 zeigt die Ergebnisse, die 
man mit den Lysaten von Zellen, die mit solchen Viren infiziert wurden, erhält. 
Nach wie vor akkumuliert p53 massiv in den infizierten Zellen im Vergleich zu 
den uninfizeirten Zellen (Abb. 14, vgl. Spur 3 und Spur 6 mit Spur 1). 
Andererseits ist die Akkumulation des endogenen p53 in Abwesenheit einer 
p400-Inaktivierung durch E1A deutlich weniger ausgeprägt ist als in den Zellen, 
die entweder ein wt-E1A (Abb. 14, Spur 2 und Spur 5) bzw. eine E1A-Mutante, 
die nicht mehr an p300 binden kann, enthalten (Abb. 14, Spur 4 und Abb. 6B). 
Anhand der Induktion des zellulären p21 Gens soll wieder die transkriptionelle 
Aktivität von p53 gemessen werden, wie dies in der mittleren Bildhälfte gezeigt 
ist. Im Gegensatz zu den Ergebnissen aus den Kotransfektionsversuchen kann 
in den infizierten Zellen, also in Gegenwart auch aller anderen viralen Proteine, 
keine Rekonstitution der transkriptionellen Aktivität von p53 bei Entfernen der 
p400-Inaktivierung beobachtet werden. Im Konzert mit den weiteren viralen 
Proteinen, wie dies für produktiv infizierte Zellen gilt, ist neben der Aufhebung 
der p53-Bindung durch E1B-55k auch das zusätzliche Entfernen der p400-
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Inaktivierung durch E1A noch nicht ausreichend, um die Induktion der p53-
Zielgene durch das akkumulierende endogene p53 wiederherzustellen.  
 
 
5.12. Trotz vermehrter Apoptose in den Ad ∆E1B-19k.E1B-55k R239A 
infizierten Zellen führt dies nicht zu einer Verminderung der Virusausbeute. 
 
In Abb. 11 bzw. Abb. 10 hatten wir die vermehrte Apoptose in den Ad ∆E1B-
19k.E1B-55k R239A-infizierten Zellen gezeigt. Dies führte zur Hypothese, daß 
dies auch zu einer Verminderung des Viruswachstums für die Doppelmutante 
führt, und zwar in Abhängigkeit von dem p53-Status der Zellen. Um dies zu 
testen, wurden LS174T Zellen, in Ab- bzw. Anwesenheit von Camptothecin, mit 
den vier in Abb. 12 gezeigten Viren infiziert (Ad-wt (weiße Balken), Ad E1B-55k 
R239A (dunkelgraue Balken), Ad ∆E1B-19k (hellgraue Balken) und Ad E1B-55k 
R239A.∆E1B-19k (schwarze Balken)) . Die Lysate 48 h p.i. wurden dann auf 
H1299 Zellen getitert und die Virusausbeute als fluorescence forming units 
bestimmt. Man erkennt, daß selbst eine Stimulation des p53 nicht ausreicht, um 
mehr als nur geringfügige Wachstumsunterschiede zwischen den einzelnen Vi-
ren hervorzurufen (Abb. 12). Interessanterweise ist in diesem Ansatz ein leich-
ter Abfall der Replikationseffizienz zwischen wt-Virus und der Einfachmutante 
Ad ∆E1B-19k feststellbar. Hingegen hat die zusätzliche Mutation von E1B-55k 
in der Doppelmutante  keinen detektierbaren verstärkenden Effekt auf die Ver-
minderung der Virusausbeute. Ähnliches wird auch in primären, p53 positiven 
Zellen gefunden (Abb. 12, MRC-5 und HFF-Noah). Im Gegensatz hierzu sollte 
in Abwesenheit von p53 (H1299 Zellen) oder mit mutiertem p53 (C33A Zellen)  
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Abb. 12. Trotz vermehrter Apoptose in den Ad E1B-55k R239A.∆E1B-19k 
infizierten Zellen beobachtet man keine negativen Auswirkungen auf die 
Virusreplikation. LS174T Zellen wurden mit Ad wt (weiße Balken), Ad E1B-
55k R239A (dunkelgraue Balken), Ad ∆E1B-19k (hellgraue Balken) oder Ad 
E1B-55k R239A.∆E1B-19k (schwarze Balken) mit einer m.o.i. von 10 infiziert 
und zwar entweder in Abwesenheit (-) oder Anwesenheit (+) von 287 nM der 
p53 stimulierenden Substanz Camptothecin. 48 h p.i. wurden Zellen und 
Überstand geernet und die Zellen durch Einfrieren und Auftauen aufgeschlos-
sen. Je 30.000 H1299 Zellen wurden mit absteigenden 1:5 Verdünnungen der 
Zelllysate infiziert. 20 h p.i. wurden die Zellen mit 4% Paraformaldehyd fixiert 
und mit 0,2%Triton X-100 lysiert. Das frühe virale Genprodukt E2A wurde mit 
B6-8 Hybridomaüberständen und einem AlexaFluor 596-gekoppelten Ziege-α-
Maus IgG gefärbt. Die Zellkerne wurden durch Interkalation von 4,6'-Diamidino-
2-phenylindol (DAPI, 100 ng/ml) gegengefärbt. In einem unvereingenommenen 
Studententest wurde nun bei den verschiedenen Verdünnungsstufen der ein-
zelnen Viruslysate für jede Situation (Virustyp, Zeitpunkt, Substanzzugabe) das 
Verhältnis von roten Kernen (infizierte Zellen) und blauen Kernen (Gesamtzahl 
Zellen) bestimmt. Der für die einzelnen Verdünnungsstufen erhaltene Prozent-
satz wurde geglättet und anhand der Verdünnungsstufe in eine (hypothetische) 
Gesamtzahl Viren pro 6 well umgerechnet. Das Balkendiagramm zeigt für die 
einzelnen Situationen den dekadischen Logarithmus dieser Gesamtzahl Viren 
pro 6 well für ein repräsentatives Experiment. Weitere p53(+/+) Zellen (MRC-5, 
HFF-Noah), p53(-/-) Zellen (H1299) oder p53mutR273C Zellen (C33A) wurden mit 
Ad wt (weiße Balken), Ad E1B-55k R239A (dunkelgraue Balken), Ad ∆E1B-19k 
(hellgraue Balken) oder Ad E1B-55k R239A.∆E1B-19k (schwarze Balken) mit 
einer m.o.i. von 10, 20, 1, 1 infiziert. Die Virustiter aus den Zell-lysaten - für alle 
Zellsorten 48 h p.i. – wurde wie beschrieben bestimmt. 
 
 
 
 
 
der Wachstumsunterschied nicht auftreten, doch wird auch hier, in Abhängig-
keit von dem Fehlen des anti-apoptoischen E1B-19k Proteins, eine leichte Ver-
schlechterung der Virusausbeute detektiert (Abb. 12). Die in Abwesenheit von 
E1B-19k für p53(+/+), Ad E1B-55k R239A-infizierte Zellen beobachtete Apoptose 
Ergebnisse                                                                                         Seite 70 
 
schlägt sich somit nicht in einer deutlichen Verminderung der Virusausbeute 
nieder. 
 
 
5.13. Auch in Gegenwart einer nicht abbaubaren Variante des p53 läßt sich 
kein Einfluß des überexprimierten p53 Proteins auf die Virusreplikation 
feststellen. 
 
Bisher basierten unsere Versuche darauf, daß das endogene p53 in Gegenwart 
einer bestimmten E1B-Punktmutante in den infizierten Zellen akkumulierte. Wir 
hatten gesehen, daß zum Auslösen der Apoptose in den infizierten Zellen eine 
weitere Deletion nötig war, die des überlappenden Leserahmens E1B-19k. 
Kombinierte man beide Mutationen, die 55k-Punktmutation und die 19k-
Deletion, so konnte in der Doppelmutante, also in Abhängigkeit von p53, die 
Apoptose selektiv stärker beobachtet werden als in den jeweiligen 
Einzelmutanten. Trotz dieser einsetzenden Apoptose - die mit der 
Doppelmutante infizierten Zellen sahen im Lichtmikroskop ja bereits massiv 
geschädigt aus (vgl. Abb. 11) - konnten wir keinen wirklich merklichen Effekt 
auf die Virusreplikation feststellen (vgl. Abb. 12). Möglicherweise waren die sich 
ansammelnden p53-Mengen einfach noch nicht ausreichend, um die 
Virusreplikation deutlicher zu inhibieren. Daher haben wir uns entschlossen, 
p53 mit Hilfe eines adenoviralen Erstgenerationsvektors überzuexprimieren.  
 
wt-p53 wird von Adenoviren bekanntlich abgebaut (Querido et al., 1997, Stee-
genga et al., 1998). Dies gilt jedoch nicht für p73, einen engen Verwandten des 
p53 (Roth et al., 1998, Marin et al., 1998). Wir hatten bereits an anderer Stelle 
eine Chimäre des p53 beschrieben, bei der die Aminosäuren 24-28 durch die 
entsprechende homologe Sequenz des p73 ersetzt worden war (Roth et al., 
1998). Hierdurch wurde eine E1B-resistente Variante von p53, p53mt24-28, ge-
neriert. Diese nicht abbaubare Variante von p53 haben wir nun eingesetzt, um 
den Einfluß von p53 auf die Adenovirusinfektion zu klären. Insbesondere woll-
ten wir hierbei den Beitrag von E1B-19k klären, dem antiapoptotischen Protein, 
welches die negativen Konsequenzen der p53-Akkumulation wirksam zu unter-
binden vermag.  
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In Abb. 15 ist ein Vorversuch gezeigt. Er zeigt, daß die p53-Zielgene p21, Mdm-
2 und bax im Rahmen einer Adenovirusinfektion durchaus in ihrer Expression 
stimuliert werden können, und zwar dann, wenn man dieses chimäre p53mt24-
28 einsetzt. Es spielt hierbei interessanterweise keine Rolle, ob die Zellen 
uninfiziert, mit Ad-wt oder mit Ad ∆E1B-19k infiziert wurden (Abb. 15, vgl. Spur 
7, 8 und 9). In Gegenwart des parallel überexprimierten Kontrollproteins β-
Galactosidase ('Ad lacZ'-transduzierte Zellen) kann man in diesem Versuch 
deshalb keinen Unterschied in den p21-, Mdm-2- und bax-Mengen beobachten 
(Abb. 15, vgl. Spur 4, 5 und 6), weil für diesen Versuch eine p53(-/-)-Zellinie 
verwendet wurde. 
 
Betrachtet man nun die in Abb. 15 beschriebenen Koinfektionen im Lichtmi-
kroskop, so ergibt sich das folgende, in Abb. 16 gezeigte Bild. Die Ergebnisse 
in Gegenwart des β-Galactosidase überexprimierenden Vektors sind stets iden-
tisch mit denjenigen, wo überhaupt kein weiteres Virus zugegeben wurde (be-
zeichnet mit 'Mock'). Adenovirusinfizierte Zellen, 48 Stunden nach Infektion, se-
hen stets so aus, wie es in Abb. 16 in den beiden oberen Spalten gezeigt ist. 
Sie sind zwar dicker geworden (Zytomegalie), haben sich zusammengezogen 
bzw. weit überwiegend auch schon abgerundet (bedingt durch eine Restruk-
turierung des Cytoskeletts (Staufenbiel et al., 1986)), sie haften aber nach wie 
vor an der Zellkulturschale. Es spielt hierbei auch keine Rolle, ob die Zellen mit 
Ad-wt oder mit Ad ∆E1B-19k (Ad dl337) infiziert wurden (siehe Abb. 16), ob-
wohl in der Literatur anderes beschrieben worden ist (White et al., 1984, Pilder 
et al., 1984) (Der Unterschied zwischen unseren Versuchen und denjenigen 
aus dem Literaturzitat besteht darin, daß wir eine p53 negative Zellinie, H1299 
Zellen, verwendet haben).  
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Abb. 15. Das E1B-resistente chimäre p53 Molekül p53mt24-28 ist in virus-
infizierten Zellen transkriptionell aktiv und verursacht dort in Abwesenheit 
von E1B-19k Apoptose. H1299 Zellen wurden uninfiziert gelassen oder mit wt-
Adenovirus (Ad dl309) bzw. einer E1B-19k defizienten Virusmutante (Ad dl337) 
infiziert (m.o.i = 5) (Spuren 1-3). In parallelen Ansätzen wurden die Zellen 
zusätzlich mit viralen Erstgenerationsvektoren für βGal (Spuren 4, 5 und 6) 
bzw. der nicht abbaubaren p53 Variante p53mt24-28 transduziert (Spuren 7-9), 
jeweils mit einer m.o.i = 30. 30 h nach Infektion wurden die Zellen in RIPA 
geerntet und die Proteine im denaturierenden SDS-Gel getrennt und auf eine 
PVDF-Membran geblottet. Diese wurde nacheinander mit Antikörpern gegen 
p21, Mdm-2 und bax dekoriert.  
 
 
 
Ganz anders sieht das Bild jedoch aus, wenn wir die Morphologie der Zellen 
betrachten, die mit einem das chimäre p53mt24-28 überexpimierenden Vektor 
transduziert wurden. p53mt24-28 alleine erzeugt bereits merkliche Ansätze von 
Apoptose in den transduzierten Zellen (Abb. 16, links unterste Zeile). Zellen, die 
mit Ad-wt überinfiziert wurden, zeigen keinesfalls diese auf den einsetzenden 
Zelltod hindeutenden morphologischen Verformungen. Sie sehen aus wie 
normale infizierte Zellen. Offenbar kann also das Adenovirus die durch 
p53mt24-28 ausgelöste Apoptose aufhalten. Ein geradezu dramatisch anderes 
Bild ergibt sich für die Ad ∆E1B-19k-infizierten Zellen in Gegenwart von nicht 
abbaubarem p53mt24-28. Alle Zellen haben sich von der Zellkulturschale 
abgelöst und schwimmen frei umher. Die Zellen haben sich weitestgehend 
aufgelöst und aus den Zellkernen bilden sich blasenförmige Ausstülpungen 
('nuclear blebbing'), wie sie für eine fortgeschrittenen Apoptose charakteristisch  
 
 Mock Ad wt 309 Ad ∆E1B-19k
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k
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Abb. 16. Der Zelltod, begleitet von Ablösen und blasenförmigen Ausstül-
pungen aus dem Zellkern, wird nur für die Kombination aus Ad ∆E1B-19k 
und Ad p53mt24-28 beobachtet. Das Infektionsschema ist identisch dem An-
satz in Abb.15, doch wurde m.o.i. = 6 und m.o.i. = 60 für replizierende (nicht-re-
plizierende) Viren gewählt. Zu verschiedenen Zeitpunkten - gezeigt sind die 
Bilder für 48 h p.i. - wurden die H1299 Zellen im Lichtmikroskop analysiert. Die 
jeweiligen Kombinationen aus replizierendem Virus und Überexpressionsvektor 
ergeben sich aus der spalten- und zeilenweisen Kombination der nebenstehen-
den Beschriftungen. 
 
 
 
sind (Robertson et al., 1978). Da dieser Effekt in Abwesenheit von p53mt24-28 
nicht zu beobachten war (Abb. 16, Spur 3, mittlere Zeile), andererseits aber bei 
Anwesenheit von p53mt24-28 und E1B-19k ebenfalls nicht zu beobachten ist 
(Abb. 16, Spur 2, unterste Zeile), geht er klar auf die ungehemmte Wirkung von 
p53 in Abwesenheit von E1B-19k zurück.  
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Um zu verifizieren, daß das, was wir lichtmikroskopisch beobachtet hatten, 
tatsächlich Anzeichen von Apoptose waren, haben wir die Zellen lysiert und 
gegen PARP gefärbt. Das charakteristische 85 kDa große Spaltfragment von 
Poly(ADP-Ribose)Polymerase, einem Substrat der ausführenden Caspase-3 
(Tewari et al., 1995) kann, trotz vergleichbarer Mengen an p53mt24-28, nur in 
den Ad ∆E1B-19k-infizierten Zellen beobachtet werden (Abb. 17). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 17. Apoptose (PARP-Spaltung) wird - in Abhängigkeit von p53 - nur 
in den Ad ∆E1B-19k-infizierten Zellen beobachtet. Abb.17 ist erneut ein 
identischer Ansatz zu Abb.15. 24 h p.i. wurden die infizierten und transduzier-
ten H1299 Zellen in RIPA / 8 M Harnstoff / 6 x Lämmli 2:2:1 (v/v)) geerntet, der 
Größe nach aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran transferiert. Zur Detek-
tion wurden spezifische Antikörper gegen Poly(ADP-Ribose)-Polymerase 
(PARP) oder das Tumorsuppressorprotein p53 verwendet. 
 
 
 
 
5.14. Trotz massiver Apoptose in den p53mt24-28-exprimierenden und Ad 
∆E1B-19k-infizierten Zellen stellt sich keine Benachteiligung im Viruswachstum 
ein.  
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In den Zellen, die sowohl mit der nicht abbaubaren Variante von p53, p53mt24-
28, und dem E1B-19k-defizienten Adenovirus infiziert worden waren, hatten wir 
eine massive Apoptose beobachtet (Abb. 16). Man würde also annehmen, daß  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 18. Die massive Apoptose bei Abwesenheit des anti-apoptotischen 
E1B-19k Proteins hat in den infizierten, p53mt24-28-überexprimierenden 
Zellen keinen nennenswerten Einfluß auf die Virusausbeute. H1299 Zellen 
wurden mit einer m.o.i. von 4 entweder mit wt-Adenovirus (Ad dl309) oder ei-
nem E1B-19k-defizienten Adenovirus (Ad dl337) infiziert. Gleichzeitig wurden 
sie transduziert mit einem replikationsinkompetenten, βGal- bzw. p53mt24-28-
überexprimierenden Virus (m.o.i = 50). Zu den angegebenen Zeitpunkten wur-
den die infizierten Zellen in ihren Überständen durch Einfrieren und Auftauen 
lysiert. Diese Lysate wurden in 1:5 Schritten verdünnt und in verschiedenen 
Verdünnungsstufen auf H1299 Zellen in 8 well Objektträgern (Labtek) ge-
geben. 20 h nach Infektion wurden die Zellen mit Paraformaldehyd fixiert und 
gegen das virale DNA-bindende Protein E2A immungefärbt. Aus dem Verhält-
nis der roten (E2A-positiven, fluorescein-markierten) Kernen zu blauen Kernen 
(DAPI-Färbung aller - auch nicht infizierter - Kerne) konnte im unvoreingenom-
menen Studententest der Gehalt an infektiösen Partikeln in der ursprünglichen 
Probe ermittelt werden. Pro Situation wurden die Werte aus 4 zu berücksichti-
genden Konzentrationsstufen geglättet und zu einem Wert verdichtet. Dieser 
sogenannte Wert wurde in mehreren unabhängigen Experimenten jeweils in 3-
fach Bestimmung ermittelt. Gezeigt ist der dekadische Logarithmus einer sol-
chen Wertegruppe. 
 
 
in diesen apoptotischen Zellen das Viruswachstum der Mutante, nicht aber des 
wt-Adenovirus, stark beeinträchtigt ist. Um dies näher zu untersuchen haben 
wir Zellen mit entweder einem Kontrollprotein oder p53mt24-28 unter Kontrolle 
eines CMV-Promotors transduziert. Diese Zellen wurden gleichzeitig infiziert mit 
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replikationskompetenten Adenoviren, entweder Ad-wt oder Ad ∆E1B-19k. Zu 
den angegebenen Zeitpunkten wurden die Zellen geerntet und der Virustiter der 
Lysate als fluorescence forming units auf H1299 Zellen bestimmt (siehe 
Materialien & Methoden für Details). Die Ergebnisse sind in Abb. 18 dargestellt. 
Überraschenderweise ergibt sich kein nennenswerter Rückgang der Virusaus-
beute für die Ad ∆E1B-19k-infizierten Zellen in Gegenwart von E1B-resistentem 
p53 (schwarze Balken). Die erhaltenen Virustiter liegen nicht nennenswert unter 
denjenigen für das E1B-19k-lose Virus in Gegenwart eines Kontrollproteins 
(hellgraue Balken) oder das wt-Virus in Gegenwart (dunkelgrau) oder Ab-
wesenheit (weiß) von p53mt24-28.  
 
Als nächstes haben wir die verschiedenen Phasen der Virusreplikation genauer 
untersucht, um feststellen zu können, ob es - angesichts der beobachteten 
Apoptose - nicht doch zu Veränderungen in den frühen oder späten Proteinen 
kommt. Wie zuvor haben wir untransduzierte, mir einem Kontrollprotein trans-
duzierte oder eine nicht abbaubare Variante von p53 exprimierende Zellen (Ad 
p53mt24-28) entweder uninfiziert gelassen (Mock), mit Ad-wt (dl 309) oder aber 
mit einem E1B-19k-deletierten Adenovirus (Ad dl337, genannt Ad ∆E1B-19k) 
infiziert. Die Ergebnisse zeigt Abb. 19A.  
 
Bei dem in der obersten Zeile gezeigten Protein handelt es sich um E1A, einem 
typischen frühe Phase Protein, welches in Form von 2 alternativen Spleißpro-
dukten auftritt: E1A-12S (243R) und E1A-13S (289R) (Halbert et al., 1979). Ins-
besondere die größere Form wird auch in den apoptotischen Ad ∆E1B-19k / Ad 
p53mt24-28-infizierten Zellen in unverminderter Menge im Vergleich zu den 
nicht apoptotischen anderen Kombinationen synthetisiert (Abb. 19A, oberste 
Zeile). Ein ähnliches Bild ergibt sich für E2A. E2A stabilisiert die virale einzel-
strängige DNA während der semi-konservativen Repliktion des Adenovirus-
genoms und ist damit ein typisches mittlere Phase Genprodukt. Auch hier las-
sen sich keine quantitativen Unterschiede zwischen den infizierten, apoptoti-
schen Zellen (Abb. 19A, rechte äußerste Spalte) und den anderen, infizierten, 
aber nicht apoptotischen Zellen messen (Abb. 19A, mittlere Zeile, Spalten 1-8). 
Das Hexonprotein, ein virales Strukturprotein, ist ein typischer Vertreter der 
Ergebnisse                                                                                         Seite 77 
 
späten Phase Genprodukte, die unter Kontrolle des Adenovirus Major Late 
Promotors stehen. Obwohl Hexon zahlreiche DEVD-Motive, also Spaltstellen 
für Caspasen (Hasegawa et al., 1996)), aufweist, gibt es in den Ad p53mt24-
28-transduzierten Zellen keine selektive Reduktion der Menge an Hexonprotein  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 19. Trotz massiver Apoptose läßt sich in den virusinfizierten Zellen 
kein Unterschied in den Mengen an frühen oder späten Proteinen sowie 
der Effizienz der DNA Repliaktion feststellen. (A) H1299 Zellen wurden in 
Ab- bzw. Anwesenheit eines βGal- bzw. p53mt24-28-überexprimierenden Vi-
rusvektors (m.o.i = 60) mit den vermehrungsfähigen Viren Ad dl309 ('Ad-wt') 
oder Ad dl337 ('Ad ∆E1B-19k') infiziert (m.o.i. =6) bzw. uninfiziert gelassen 
('Mock'). Lysate der in RIPA 30 h p.i. geernteten infizierten Zellen wurden nach 
ihrem Molekulargewicht aufgetrennt und auf PVDF-Membranen geblottet. Diese 
Membranen wurden mit αE1A-, αE2A- und αhexon-spezifischen Antikör-pern 
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immungefärbt, mit speziespezifischen peroxidasegekoppelten Sekundär-
antikörpern dekoriert und Luminol/H2O2 behandelt. Die mit 'Ladekontrolle' be-
zeichnete Bande ist eine unspezifische 19-kDa Bande aus einem αMdm-2-Blot 
(nicht gezeigt). (B) In einem parallelen Ansatz wurde DNA aus den infizierten 
H1299 Zellen isoliert. 2,5 µg total DNA wurden mit Hind III verdaut. Neben ei-
nem Schmier an zellulärer DNA tritt die virale DNA als distinkte Banden hervor. 
Aufgrund einer 135 bp Deletion im offenen Leserahmen für E1B-19k ist das 
Hind III Fragment H in den Spuren 7,8 und 9 geringfügig kleiner (hervorgeho-
ben durch einen Punkt). Die Kombination aus den verschiedenen Vektortrans-
duktionen (Spur 2 und Spur 3) mit den wt-Viren (Spuren 4,5 und 6) sowie den 
E1B-19k losen Virusmutanten (Spuren 7-9) sind über der Abb. angedeutet.   
 
 
 
 
im Vergleich zwischen wt- und ∆E1B-19k-infizierten Zellen. Für beide, also Ad-
wt und Ad ∆E1B-19k, sind die Mengen an Hexonprotein gegenüber den mit β-
Galactosidase-transduzierten Zellen reduziert (Abb. 19A, vgl. Spuren 8,9 mit 
Spuren 5,6).  
 
In Abb. 19B ist die Effizienz der viralen DNA Replikation dargestellt. Auch hier 
erkennt man keine qualitativen Unterschiede zwischen dem viralen DNA-Ge-
halt, der aus den apoptotischen E1B-19k-defizienten Viren in Gegenwart des 
nicht abbaubaren p53 gewonnen wird. Auch die DNA-Replikation läuft also in 
den morphologisch massiv geschädigten Zellen in nur geringfügig verminderter 
Weise ab. Ihre Ausbeute ähnelt der aus den anderen, morphologisch nicht 
beeinträchtigten Ansätzen mit dem wt-Virus oder in Abwesenheit von p53. Auf 
keiner Stufe der Adenovirusreplikation kommt es zu deutlichen Unterschieden 
im Replikationszyklus trotz der offensichtlichen morphologischen Schäden. So-
mit überrascht es nun nicht mehr, daß für die Kombination Ad p53mt24-28 und 
Ad ∆E1B-55k eine nahezu unverminderte Virusausbeute gefunden wurde. 
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6. Diskussion 
 
Wir haben ein Virus konstruiert, dessen E1B-55k nicht mehr an p53 zu binden 
vermag. Als Konsequenz akkumuliert das zelluläre p53 in Zellen, die mit die-
sem Virus Ad E1B-55k R239A infiziert wurden (Shen et al., 2001). Die Punkt-
mutante von E1B-55k kann nach wie vor einen Komplex mit E4 orf6 und weite-
ren Komponenten des Ubiquitinligasekomplexes bilden (Shen et al., 2001, 
Querido et al., 2001, Harada et al., 2002). Dieser aber kann p53 nun nicht mehr 
für den proteasomalen Abbau markieren. Obgleich p53 nun in den infizierten 
Zellen akkumulierte, kam es nicht zu der erwarteten Apoptose. Zwei Effekte 
sind hierfür verantwortlich: Das p53 in den virusinfizierten Zellen ist nicht trans-
kriptionell aktiv. Zusätzlich verhindert ein weiteres adenovirales Protein, E1B-
19k, diejenige Apoptose, die unabhängig von einer transkriptionellen Aktivität 
des p53 ausgelöst wird, möglicherweise durch Translokation des p53 in die 
Mitochondrien (Marchenko et al., 2000, Regula et al., 2001, Mihara et al., 
2003). Beide Antagonismen haben wir näher untersucht. 
 
Nach transienter Transfektion konnten wir keine Inhibition der transkriptionellen 
Induktion der p53-Zielgene durch das mutante E1B-55k R239A Protein fest-
stellen. Ein weiteres virales Genprodukt mußte also für die p53-Inhibition in pro-
duktiv infizierten Zellen verantwortlich sein. Als einen naheliegenden Kandida-
ten haben wir das E1A Genprodukt untersucht. Von E1A war bekannt, daß es 
an p300, CBP und PCAF bindet (Howe et al., 1990, Yang et al., 1996, Scolnick 
et al., 1997). Alle diese drei Proteine sind Histonacetyltransferasen (Ogryzko et 
al., 1996, Yang et al., 1996, Bannister et al., 1996), die aber zusätzlich auch 
p53 acetylieren können (Gu et al., 1997, Liu et al., 1999, Ito et al., 2001, Pear-
son et al., 2000). p53 erfährt hierdurch eine Stabilisierung (Sakaguchi et al., 
1998, Li et al., 2002, Luo et al, 2000) und seine Fähigkeit, an DNA zu binden, 
wird durch die Acetylierung der Lysinreste 382 und 320 deutlich verbessert (Gu 
et al., 1997, Sakaguchi et al., 1998, Harrod et al., 2003). Gleichzeitig wirkt ein 
Essigsäurerest, mit einer Lysinseitenkette zu einer Amidfunktion verknüpft, wie 
eine Schutzgruppe auf der ε-Aminofunktion, so daß p53, dort, wo es acetyliert 
ist, nicht mehr ubiquitinyliert werden kann (Li et al., 2002). Die Acetylierung von 
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p53 hilft dem p53 also, seine Lebensdauer zu verlängern (Scolnick et al., 1997, 
Yuan et al., 1999, Li et al., 2002). E1A jedoch verhindert die Acetylierung von 
p53 (Chakravarti et al., 1999). 
 
In der Tat konnten wir einen inhibitorischen Effekt des E1A auf die transkrip-
tionelle Aktivität von p53 feststellen. In unseren Reportergenversuchen war die 
Induktion des Luziferasegens in Gegenwart von wt-E1A auf weniger als ein 
Zehntel zurückgegangen. Mit Hilfe von insgesamt drei verschiedenen Mutanten 
von E1A, einer Punktmutante, einer Deletionsmutante und einer Substitutions-
mutante, haben wir jeweils die p300-Bindestelle aus der Primärsequenz des 
E1A elimimiert (Stein et al., 1990, Whyte et al., 1989, Wang et al., 1993, Moran 
et al., 1987). Mit jeder der unterschiedlichen Mutanten war im Vergleich zu wt-
E1A eine gewisse Verbesserung der transkriptionellen Induktion der p53-Ziel-
gene bemerkbar. Insgesamt betrachtet überwog aber auch in Gegenwart der 
drei E1A Mutanten immer noch der Repressionseffekt auf die p53-Transak-
tivierung. Eine dieser Mutationen, die Punktmutation R2G in den E1A-Genpro-
dukten, haben wir auch in dem Kontext des gesamten viralen Genoms getestet. 
Doch auch in den Zellen, die mit der Doppelmutante Ad E1B55k R239A.E1A 
R2G infiziert worden waren, konnten wir keine Wiederherstellung der 
transkriptionellen Aktivität des endogenen p53 beobachten. 
 
Die jüngere Veröffentlichung aus einer anderen Arbeitsgruppe, E1A binde ne-
ben den genannten Proteinen zusätzlich an p400 und TRRAP, legte einen an-
deren Mechanismus der p53-Inhibition nahe (Fuchs et al., 2001, Deleu et al., 
2001, Barbeau et al., 1994). Von p400 war bekannt, daß es ebenfalls eine 
chromatinmodulierende Funktion besitzt, wird es doch zusammen mit DNA 
Helicasen in einem als TIP60 bezeichneten Komplex gefunden (Fuchs et al., 
2001, Wood et al., 2000). TRRAP hingegen ist ein Bestandteil des PCAF as-
soziierten Histonacetyltransferasekomplexes und bindet ebenfalls an die Ami-
nosäuren 25-36 von E1A (Fuchs et al., 2001, Vassilev et al., 1998). Gegenwär-
tig ist nicht klar, ob beide dieser Proteine oder nur TRRAP für die von E1A ver-
mittelte Immortalisation von Zellen mit E1A interagieren müssen (Deleu et al., 
2001). 
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p53 benötigt TRRAP zur Induktion seiner Zielgene (Ard et al., 2002). Solche 
Histonacetyltransferasen sind wichtige transkriptionelle Ko-Aktivatoren: Sie 
wirken als Adaptor Proteine, welche die sequenzspezifische DNA-Bindung der 
Transkriptionsfaktoren - p53 ist nur einer von vielen solcher sequenzspezifi-
schen Transkriptionsfaktoren - weitervermitteln (Espinosa et al., 2001, Brown et 
al., 2001). Durch das Übertragen von Essigsäureresten auf N-terminale Lysine 
der Histone wird die Interaktion zwischen den Histonen und der DNA gelockert 
(Brownell et al., 1996). Diese lokalen Änderungen in der Verpackungsstruktur 
der p53-Zielgene bereiten auf das anschließende Ablesen der Gene durch die 
RNA-Polymerase II vor. Unterbleibt diese p53-vermittelte Auflockerung der 
Histonpackung, so kann die p53-abhängige Genaktivierung nicht stattfinden, 
obwohl p53 nach wie vor an seine Konsensus-DNA-Sequenz bindet (Juan et 
al., 2000, Murphy et al., 1999).    
 
Es war daher naheliegend zu fragen, ob es nicht einen Weg gäbe, diese Inak-
tivierung von p400/TRRAP durch E1A aufzuheben. Glücklicherweise war die 
Bindestelle von p400/TRRAP auf der Primärsequenz von E1A bereits bekannt 
(Barbeau et al., 1994, Fuchs et al., 2001). Unsere Reportergenversuche mit 
überexprimiertem E1A ∆25-36 zeigten, daß die transkriptionelle Induktion der 
p53-Zielgene durch das E1A ∆25-36 praktisch nicht mehr beeinträchtigt wurde. 
Daraufhin haben wir auch das entsprechende Virus konstruiert. Im Kontext ei-
ner produktiven Adenovirusreplikation jedoch blieb das p53 - welches aufgrund 
der E1B-55k-Punktmutation nach wie vor akkumulierte - auch nach Aufhebung 
der p400-Bindung an E1A transkriptionell inaktiv.  
  
In diesem Zusammenhang stellte sich die Frage, welche weiteren adenoviralen 
Proteine neben E1B-55k und E1A denn als Antagonisten einer transkriptionel-
len Induktion der p53-Zielgene auftreten könnten. Ein naheliegender Kandidat 
ist das E4 orf6 Protein. Von E4 orf6 ist beschrieben, daß es direkt mit p53 inter-
agiert (Dobner et al., 1996). Weiterhin ist von E4 orf6 bereits beschrieben, daß 
es die Fähigkeit von p53, als Transkriptionsfaktor zu wirken, unterdrücken kann 
(Dobner et al., 1996, Nevels et al., 1997). Wir haben den Einfluß von E4 orf6 
auf die transkriptionelle Induktion eines unter Kontrolle des Mdm2 Promotors 
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stehenden Luziferasegens ebenfalls untersucht (Abb. 4A, Spur 7). Dort fanden 
wir eine Verminderung der p53-Aktivität auf nur noch ein Fünftel des Wertes in 
Abwesenheit von E4 orf6. Im Vergleich zu den anderen diskutierten Antago-
nisten der transkriptionellen Aktivität von p53 - verbunden mit einer Inhibition 
um mehrere Logstufen - ist der mit E4 orf6 beobachtete Effekt relativ gering. 
Gewichtiger noch ist der Umstand, daß sich diese herunterregulierenden Effek-
te durch E4 orf6 stets nur in Anwesenheit eines großen Überschusses an E4 
orf6 beobachten lassen (Steegenga et al., 1999a), so daß diese Gruppe zu 
dem Schluß kommt E4 orf6 habe keinen (wesentlichen) Einfluß auf die p53-
Transkativierung (Steegenga et al., 1999a). E4 orf6 kommt in den virusinfi-
zierten Zellen nur in ausgesprochen geringen Mengen vor (König et al., 1999, 
Cutt et al., 1987). Daher glauben wir, daß der Einfluß von E4 orf6 auf die p53-
Zielgenexpression in den infizierten Zellen nur von untergeordneter Bedeutung 
sein müßte.  
 
Letzlich kann nur eine Mutante, in der neben Mutationen in E1A und E1B-55k 
auch noch E4 orf6 deletiert ist, eine Antwort geben (Bridge et al., 1990). Wir 
verfügen über solch eine Mutante nicht. Ein weiteres Problem könnte dadurch 
entstehen, daß E4 orf3 das E4 orf6 funktionell komplementieren kann (Huang 
et al., 1989, Boyer et al., 1999). Erst in der Doppeldeletion ∆E4 orf6 und ∆E4 
orf3 wären die überlappenden Funktionalitäten von E4 orf6 und E4 orf3 tat-
sächlich ausgeschaltet (Huang et al., 1989, Bridge et al., 1989). Eine solche 
Mutante wächst nicht, bzw. wächst nur auf einer komplementierenden Zellinie 
(Huang et al., 1989, Bridge et al., 1989, Weinberg et al., 1983). Vielleicht 
gelingt es ja zukünftig, nicht über Deletionen, sondern über die Veränderung 
einzelner Aminosäurereste die Proteine E4 orf6 und E4 orf3 soweit zu 'ent-
schärfen', daß sie Viruswachstum zwar noch zulassen, p53 aber nicht mehr 
behindern.  
 
Wenn p53 in den virusinfizierten Zellen nicht transkriptionell aktiv ist, muß es 
hierfür eine molekulare Ursache geben. Erste Versuche hierzu haben wir unter-
nommen. So wird p53 während einer produktiven Adenovirusinfektion mit der 
Mutante Ad E1B-55k R239A weder erkennbar relokalisert (Abb. 9) noch verhin-
dert die Infektion die Phosphorylierung von p53 (Abb. 8). Die N-terminalen 
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Phosphorylierungen stabilisieren p53, weil sie ihm erlauben, sich einer 
Destabilisierung durch die p53-spezifische E3 Ubiquitinligase Mdm2 zu 
entziehen (Shieh et al., 1997). Sterische Hinderung durch die Phosphatreste 
verhindert eine Bindung von Mdm2 an seine überlappende 
Erkennungssequenz auf der p53 Primärstruktur (Chen et al., 1993, Lin et al., 
1994, Kussie et al., 1996). Hierdurch wird phosphoryliertes p53 vor 
Ubiquitinierung und Abbau geschützt (Shieh et al., 1997, Khanna et al., 1998). 
 
Eine weitere post-translationale Modifikation von p53 ist die Acetylierung seiner 
C-terminalen Lysinreste. Auch sie stabilisiert p53 und hilft p53 dabei, an DNA 
zu binden (Li et al., 2002). Noch wichtiger aber ist wohl, daß p53-Acetylierung 
das Andocken der notwendigen Transkriptions-Ko-Aktivatoren wie TRRAP oder 
CBP verstärkt (Barlev et al., 2001). Eine interessante Frage wäre also, ob denn 
die Acetylierung von p53 durch die Adenovirusinfektion gestört wird. Die 
Acetylierung von p53 wird durch die drei Enzyme p300, p400 und PCAF 
bewirkt. Die Inaktivierung von p300 und p400 durch E1A hatten wir bereits 
durch E1A-Mutationen ausgeschaltet. Dennoch reichte dies nicht aus, um die 
p53-vermittelte Transaktivierung in den virusinfizierten Zellen 
wiederherzustellen. Doch auch PCAF wird von E1A gebunden (Yang et al., 
1996, Reid et al., 1998). Lysin 320 von p53 befindet sich in der flexiblen 
Linkerregion zwischen DNA-bindender und Oligomerisierungsdomäne 
(Pavletich et al., 1993) und wird spezifisch von PCAF acetyliert (Sakaguchi et 
al., 1998). Die Inaktivierung von PCAF durch das Adenovirus läßt sich deutlich 
schwerer ausschalten: Zum einen überlappt die PCAF-Bindestelle auf E1A 
(Reid et al., 1998) mit den Aminosäuren die not-wendig für die pRb Bindung 
sind (Fattaey et al., 1993), zum anderen wird PCAF darüber hinaus auch von 
E1B-55k gebunden und inaktiviert (Liu et al., 2000). Schon füher war 
beobachtet worden, daß diese extreme C-terminale Domäne von E1B-55k, die 
hierfür phosphoryliert werden muß, für die transkriptionelle Repression von p53 
mit verantwortlich ist, ohne direkt an p53 zu binden (Teodoro et al., 1997). 
Aufgrund dieser multiplen Interaktionen wird es uns jedoch kaum gelingen, ein 
replikationsfähiges Virus zu basteln, welches nicht mehr PCAF inhibiert 
(Chakravarti et al., 1999, Liu et al., 2000).  
 
Diskussion                                                                                         Seite 84 
 
Allein durch die zusätzlichen E1A-Mutationen, welche die p300- und die p400-
Bindung aufheben, konnte die transkriptionelle Aktivität von p53 in den virus-
infizierten Zellen nicht wiederhergestellt. Interessanterweise aber beobachten 
wir in den ∆p400-infizierten Zellen eine deutlich verminderte Akkumulation des 
zellulären p53 verglichen mit Zellen, die mit den entsprechenden Schwester-
viren infiziert worden waren, die noch ein wt-E1A besitzen. Dies könnte mit 
jüngeren Beobachtungen von Grossman et al. (Grossman et al., 2003) kor-
relieren. Die Autoren hatten gezeigt, daß die Histonacetyltransferase p300 
neben Acetatgruppen auch aktivierte Ubiquitinreste zu übertragen vermag. 
Nicht nur das, sondern Mdm2 bewirke nur die Monoubiquitinylierung von p53. 
Die für den proteasomalen Abbau erforderliche Polyubiquitinylierung würde erst 
durch funktionelles p300 bewirkt (Grossman et al., 2003, Zhu et al. 2001). 
Postulierte man auch für die Histonacetylase TRRAP eine ähnliche Rolle, so 
ließe sich so die verminderte Akkumulation von p53 über eine wiederge-
wonnene Reduzierung der p53-Stablilität erklären. 
 
p53 muß Homotetramere bilden, um als sequenzspezifischer Transkriptions-
faktor die Induktion seiner Zielgene bewirken zu können (Friedman et al., 1993, 
McLure et al., 1998 Halazonetis et al., 1993). Könnte also Adenovirusinfektion 
die transkriptionelle Aktivität von p53 auf eine Art und Weise ausschalten, bei 
der es (neben den bereits bekannten Antagonismen) auch die Homooligomeri-
sierung von p53 verhindert? Ein Sprengen der Homooligomere könnte erklären, 
warum in Gegenwart mehr als ausreichender Mengen p53 dieses keine 
Zielgeninduktion mehr zeigt. Bindet das akkumulierende p53 in den 
virusinfizierten Zellen etwa nicht mehr an DNA? Das bereits erwähnte Lysin 382 
liegt in der Oligomerisierungsdomäne von p53. Vielleicht ist die 
Ladungsneutralisation an diesem Lysin (über die Essigsäure-Schutzgruppe) 
notwendig, um eine Homo-tetramerisierung von p53 erst zu ermöglichen (Gu et 
al., 1997, Ito et al., 2001, Chakravarti et al., 1999, Juan et al., 2000 Yakovleva 
et al., 2001, Wang et al., 2003). Klar ist nämlich auch, daß p53, in Bakterien 
synthetisiert - aus ungeklär-ten Gründen - nicht transkriptionell aktiv ist (Meek et 
al., 1990). Nur p53 isoliert aus Insektenzellen kann auch p53-vermittelte 
Gentranskription ermöglichen (O'Reilly et al., 1988, Delphin et al., 1994, 
Weissker et al., 1992). Vieles deutet also auf eine - unbekannte - 
Diskussion                                                                                         Seite 85 
 
posttranslationale Modifikation. Doch auch eine Störung der cis-trans-
Isomerisierung von p53 in seiner Polyprolinregion wäre eine weitere 
Möglichkeit, die sowohl in Bakterien als auch in adenovirusinfizierten Zellen 
ausbleibende p53-Zielgenexpression zu erklären (Wulf et al., 2002, Zheng et 
al., 2002, Zacchi et al., 2002). Bemerkenswert ist in diesem Zusammenhang 
auch die virusinduzierte Akkumulation von TAp73 in den infizierten Zellen. 
TAp73, ein Homologes von p53, kann mit p53 Heterooligomere bilden 
(Gaiddon et al., 2001, Strano et al., 2002). Sollten diese Heteroligomere 
transkripitonell inaktiv sein? 
 
In Abhängigkeit der p53-Akkumulation beobachteten wir Apoptose bei gleich-
zeitiger Abwesenheit des viralen Apoptose-Antagonisten E1B-19k. Diese p53-
vermittelte Apoptose findet - im Widerspruch zu der klassischen Meinung - 
ganz ohne p53-induzierte Genaktivierung statt. In unseren Experimenten beob-
achteten wir p53-abhängige Apoptose auch Gegenwart von ∆N-Varianten von 
p73, also etablierten Antagonisten der p53-vermittelten Transkription (Fillip-
povich, et al., 2001, Grob et al., 2001, Stiewe et al., 2002, Kartasheva et al., 
2002). Unsere Ergebnisse reihen sich damit in eine wachsende Anzahl von 
Publikationen ein, die den Eindruck vermitteln, für die Induktion von Apoptose 
sei eine transkriptionelle Aktivität von p53 nicht unbedingt erforderlich (Caelles 
et al., 1994, Wagner et al., 1994, Haupt et al., 1995). Im Gegenteil wurde vor-
geschlagen, daß erst wenn die p53-Akkumulation nicht mehr in einer 
p21Cip1/Waf1-Induktion resultiert, die p53-Überexpression in die Apoptose mündet 
(Gorospe et al., 1997). Das würde bedeuten: Die p21-Expression entscheidet 
über das Schicksal der Zelle. Findet sie statt - d. h. ist Transkription noch 
möglich - so gibt der Wachstumsarrest der Zelle Gelegenheit, die DNA-Schä-
den zu beheben. Kann p21 aber nicht mehr induziert werden (d. h.: Ist das 
Ausmaß der Schäden nicht abzuschätzen), so führt die p53-Expression - zum 
Selbstschutz - in den Zelltod (Chiou et al., 1997, Thomas et al., 1998, Bulavin 
et al., 1999, Ceballos et al., 2000, Mahyar-Roemer et al., 2001, Seoane et al., 
2002). Jüngst wurde die Relokalisation von p53 in die innere Mitochondrien-
Membran als alternativer, transkriptionsunabhängiger Mechanismus für eine 
p53-vermittelte Apoptose verantwortlich gemacht (Marchenko et al., 2000, 
Regula et al., 2001, Mihara et al., 2003). Wir selber jedoch konnten in der 
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Immunfluoreszenz eine - auch nur bruchteilhafte - Umordnung des zellulären 
p53 in die Mitochondrien nicht überzeugend darstellen.  
 
Obwohl wir alle Werkzeuge beisammen hatten: Eine Doppelmutante, die in 
Abhängigkeit von p53 verstärkt in Apoptose geht, so konnten wir dennoch kei-
nen einschneidenden Effekt auf die Virusvermehrung bemerken. Wir haben 
diesen überraschenden Befund in verschiedenen Zellinien und auch unter den 
Bedingungen einer massiven Überexpression von p53mt24-28 in Ad ∆E1B-19k-
infizierten Zellen immer wieder erhalten. Trotz einer geradezu vollständigen 
Apoptose mit massivster Zellschädigung führte dies dennoch kaum zu einer 
Verminderung der Virusausbeute. Damit wurde natürlich unser ursprüngliches 
Konzept obsolet. Wir wollten ein Virus konstruieren dessen Replikation sensitiv 
gegenüber einer einsetzenden Apoptose ist. Würden Tumorzellen mit einem 
solchen Virus infiziert, so könnte sich das Virus dort ungestört vermehren, 
aufgrund der Inaktivität von p53, welche eine notwendige Vorrausetzung für die 
Tumorentstehung ist. In dem umliegenden Normalge-webe hingegen sollte die 
frühe E1A-Genexpression zur einer Akkumulation des dort funktionellen p53 
führen (Lowe et al., 1993a). Diese irreguläre p53-Akkumulation würde 
ermöglicht aufgrund der inaktivierenden Punktmutation in E1B-55k (R239A-
Substitu-tion) (Shen et al., 2001, Querido et al., 1997). Ihre volle apoptotische 
(und putative antivirale (Sauthoff et al., 2000, Ganly et al., 2001, Kim et al., 
2002, Cu-conati et al., 2002)) Wirkung würde die p53-Akkumulation dann 
dadurch be-kommen, daß wir darüber hinaus auch den viralen Apoptose-
Inhibitor E1B-19k aus dem Virusgenom deletierten (Debbas et al., 1993, Han et 
al., 1996). Auf-grund unserer Mutationen in dem Virusgenom ist es uns zwar 
gelungen, das Virus sensitiv gegenüber Apoptose zu machen und diese 
Apoptose auch in Abhängigkeit von dem p53-Status der infizierten Zelle erst 
entstehen zu lassen, doch reicht dies für ein therapeutisches Fenster nicht aus. 
Das Virus vermehrt sich trotz auch stärkster Apoptose mit nahezu 
unverminderter Effizienz.  
Vielleicht ist das aber gar nicht so überraschend. Adenovirus ist kein umhülltes 
Virus. Anders als viele andere Viren kann es damit die infizierten Zellen nicht 
verlassen, indem sich ein Viruskapsid aus einer Membranausstülpung abkap-
selt ('buddet'). Um aus den infizierten Zellen wieder herauszugelangen, muß 
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Adenovirus diese lysieren. Es tut dies, indem es über ein Adenovirus-Death-
Protein (ADP) genanntes Protein in den infizierten Zellen gezielt Apoptose aus-
löst (Tollefson et al., 1996). Dieser Prozess verläuft in unterschiedlichen Zell-
sorten unterschiedlich schnell: 911 Zellen sind praktisch nach 48 h schon kom-
plett lysiert, doch über einen 5 bis max. 7 Tage laufenden Zeitraum gelangen 
Adenoviren aus jeder Zelle auch wieder hinaus, indem sie in den infizierten 
Zellen über ADP gezielt Apoptose auslösen. Trotzdem verfügen Adenoviren 
auch über ein anti-apoptotisches Protein, das E1B-19k Protein. Dieses verhin-
dert offenbar, daß die infizierten Zellen bereits zu einem sehr frühen Zeitpunkt 
durch immunotaktische Chemokine in den Zelltod geschickt werden (Gooding 
et al., 1991, Perez et al., 1998, Perez et al., 2000). Letztlich ist alles eine Frage 
des Zeitpunktes: 72 h nach Infektion wird E1B-19k quasi nicht mehr, ADP je-
doch zunehmend exprimiert, nachdem die wohl kritische Anfangsphase im 
Schutz von E1B-19k überwunden wurde. 
 
Zusammengefaßt können wir sagen: Es ist immer noch unklar, warum Adeno-
viren überhaupt p53 antagonisieren. In Kombination mit unserer nicht abbau-
baren p53-Variante p53mt24-28 konnten wir jedenfalls trotz massiver Überex-
pression keinen negativen Einfluß dieses p53 auf die Replikation von wt-Ade-
noviren feststellen (Koch et al., 2001). Dennoch scheinen Adenoviren nicht nur 
einen, sondern mehrere Mechanismen zu besitzen, um p53 zu antagonisieren. 
Die direkte Bindung von E1B-55k verbunden mit einer Relokalisation des p53 in 
das Zytoplasma - die wir mit unserer E1B-55k Mutation R239A ausgeschaltet 
haben - ist nur eine davon. Auch E4 orf6 vermag an p53 zu binden (Dobner et 
al., 1996). Zusammen mit E1B-55k ermöglicht es den virus-induzierten protea-
somalen Abbau von p53 (Querido et al., 1997, Steegenga et al., 1998). Ande-
rerseits fällt auf, daß das E1B-54kDa Protein eines anderen Adenovirus-Sero-
typs p53 gar nicht binden kann (Bernards et al., 1983b, Zantema et al., 1985b, 
van den Heuvel et al., 1990, van Heuvel et al., 1993, Grand et al., 1993, Grand 
et al., 1995). Zwar antagonisiert auch dieses Ad12E1B-54kDa p53 (indem es 
zusammen mit E4 orf6 p53 destabilisiert (Wienzek et al., 2000)), doch gibt es 
andererseits Fisch-Adenoviren, die gar kein E1B-55k kodierendes Gen besitzen 
(Benko et al., 2002, Davison et al., 2003). Dort, wie auch in in vitro 
Transformationsversuchen mit E1A, können sowohl E1B-19k, E4 orf6 oder 
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auch E4 orf3 das E1B-55k Protein als p53-Antagonisten funktionell teilweise 
ersetzen (Barker et al., 1987, Moore et al., 1996, Nevels et al., 1999).  
 
Warum könnten Adenoviren im Lauf der Evolution p53-Antagonisten entwickelt 
haben? Die zentrale Aufgabe von p53 war es, die - streng regulierte - Induktion 
der p21/CDKN1A-Genexpression zu transaktivieren (Kern et al., 1992, El-Deiry 
et al., 1993). In der Tumorentstehung lag die zentrale Rolle von p21Cip1/Waf1 
noch darin, den G1-Arrest der Zellen zu bewirken (Waldman et al., 1995, Bunz 
et al., 1998). In den virusinfizierten Zellen jedoch reicht bereits die Expression 
von E1A aus, um die Zellen in die S-Phase zu zwingen (Johnson et al., 1993), 
allerdings verbunden mit dem hohen Preis einer E1A-verursachten p53-
Akkumulation (Lowe et al., 1993a, Braithwaite et al., 1990). Regulär müßte dies 
zu einem starken Anstieg der p21-Mengen in den infizierten Zellen führen. 
Genau das tritt aber nicht ein. Auf multiple Arten weiß das Adenovirus den p21-
Anstieg in den infizierten Zellen zu verhindern. Ein Grund hierfür könnte darin 
bestehen, daß p21 nicht nur ein Inhibitor der pRb-Phosphorylierung ist, sondern 
auch ein PCNA-Antagonist ist (Waga et al., 1994). Dieses PCNA oder 
'proliferating cell nuclear antigen' ist einer der ganz wenigen host-cell Faktoren, 
die für die in vitro DNA-Replikation notwendig sind. PCNA-Trimere bilden einen 
Ring, der es host-cell (und eben auch vielen viralen) DNA-Polymerasen erlaubt, 
während sie arbeiten, reibungsfrei auf dem DNA-Templatstrang 
entlangzugleiten. Gleichzeitig hält dieser Proteinring das DNA-Templat davon 
ab, weiter aufzuschmelzen, als es für die laufende leading- und lagging-Strand 
Synthese unbedingt erforderlich ist. Da p21Cip1/Waf1 durch Anlagern an PCNA 
die Ausbildung dieser Ring-struktur verhindern kann, könnte dies ein Grund 
sein, warum das Adenovirus p53 (und damit die p21-Induktion) unterbindet.    
 
In unseren doppelt mutanten Viren, aber auch in den Tripelmutanten, wo wir 
zusätzlich im E1A die p300- oder p400-Bindung eliminiert hatten, hatten wir 
stets eine Akkumulation des p53 beobachtet, nie jedoch eine transkriptionelle 
Induktion der p53-Zielgene. Die Kombination aus der die p53-Bindung aufhe-
benden Punktmutation in E1B-55k und der Deletion von E1B-19k, dem viralen 
Antagonisten der p53-vermittelten Apoptose, führte stets zu transkriptionell in-
aktivem p53. Gleiches galt aber auch für das Onyx-015-Virus mit ausschließlich 
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einer Deletion des E1B-55k-Leserahmens (Abb. 8): p53 akkumulierte, jedoch 
auch dort ohne transkriptionell aktiv zu sein. Hätten demnach doch die Zweifler 
rechtbehalten, jene Gruppen, die kurz nach Erscheinen des Bischoff-Papers 
(Bischoff et al., 1996) behaupteten, in ihren in vitro-Versuchen mit einem E1B-
55k-deletierten Adenovirus eine Abhängigkeit der Virusreplikation von p53 nicht 
nachvollziehen zu können (Goodrum et al., 1998, Rothmann et al., 1998, Tur-
nell et al., 1999, Harada et al., 1999)? Auf den ersten Anschein spricht der Er-
folg des Onyx-015-Virus in der Klinik eher dagegen (Kirn et al., 1998, Heise et 
al., 1997, Heise et al., 2000a, Rogulski et al., 2000, Ganly et al., 2000). Kann 
man diese Diskrepanz zwischen Theorie und Praxis noch erklären? 
Ein erster Hinweis zur mechanistischen Klärung stammt von Goodrum et al., 
(Goodrum et al., 1997). Dort wurde gefunden, daß in Hela-Zellen, also einer 
p53+/+ Zellinie, nur 20% der infizierten Zellen Ad ∆E1B-55k tatsächlich replizie-
ren, während sich das wt-Adenovirus in 100% der infizierten Zellen vermehren 
konnte. Dieser Anteil von 20 % entsprach genau den Zellen in S-Phase, d.h. 
nur in solchen Zellen, die sich zum Zeitpunkt der Infektion in S-Phase befan-
den, konnte sich Ad ∆E1B-55k replizieren (Goodrum et al., 1997). Wurden die 
Zellen vor der Infektion in S-Phase synchronisiert, dann konnten tatsächlich alle 
Zellen Ad ∆E1B-55k replizieren. Interessanterweise ist für die Replikation von 
Ad ∆E1B-55k schon früher ein kältesensitiver Phänotyp beobachtet worden (Ho 
et al., 1982, Leppard et al., 1989, Goodrum et al., 1998). Das heißt mögli-
cherweise: Je weniger Zellen sich in S-Phase befinden (z. B. bei 32°C), desto 
schlechter kann sich das E1B-55k-defiziente Adenovirus vermehren. Wiederum 
andere Gruppen hatten beobachtet, daß Ad ∆E1B-55k auch bei Normaltempe-
ratur gelegentlich eine Wachstumsdefizienz gegenüber Ad-wt aufweist, diese in 
anderen Zellen aber nicht reproduzieren können (Pilder et al., 1986a, Barker et 
al., 1987). Tatsächlich gibt es diese Wachstumsschwäche von Ad ∆E1B-55k 
immer nur in Hela Zellen (Harrison et al., 1977, Babiss et al., 1984, Shiroki et 
al., 1986, Bernards et al., 1986, Barker et al., 1987, Pilder et al., 1986b, Roth-
mann et al., 1998, Harada et al., 1999). Hela Zellen sind genotypisch p53+/+, 
gemeinhin werden sie aber als funktionell p53-/- betrachtet, da in ihr Genom der 
virale p53-Antagonist HPV 18 E6 stabil integriert ist (Schwarz et al., 1985) und 
p53 dort nicht transkriptionell aktiv ist (Scheffner et al., 1990, Löber et al., 
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2002). Wäre es aber denkbar, daß diese E6-vermittelte Kontrolle über p53 im 
Zusammenhang einer Adenovirusinfektion zusammenbricht (Chiou et al., 
1994)? Dann wären die beobachtete Wachstumsdefizienz von Ad ∆E1B-55k 
doch über eine p53-Abhängigkeit erklärbar. Diese würde jedoch teilweise 
überdeckt, da sich bei einem typischen Versuchsansatz ca. 20% der Zellen zu-
fällig in S-Phase befinden, so daß der p53-vermittelte G1-Arrest nicht greifen 
kann. Plötzlich erscheinen aber auch die Feststellungen der Zweiflergruppen an 
dem Onyx-Konzept (Goodrum et al., 1998, Rothmann et al., 1998, Turnell et 
al., 1999, Harada et al., 1999) in einem anderen Licht: Man hätte wachstums-
arretierte Zellen verwenden müssen, um die Effekte von Bischoff et al. (Bischoff 
et al., 1996) zu reproduzieren. Ansonsten verwischen die 20% Producer-Zellen 
die meßbaren Wachstumsunterschiede selbst dann, wenn man - dank FCS 
stark proliferierende - primäre Zellen verwendet. 
 
Für die therapeutische Wirksamkeit der onkolytischen Adenoviren, also in 
Gegenwart eines funktionellen Immunsystem, welches sich in Zellkultur kaum 
nachstellen läßt, ist das E1A-Protein mindestens ebenso wichtig wie E1B-55k. 
Zwar können die E1A-Proteine die Expression der MHC I-Genprodukte herun-
terregulieren, doch gilt dies nicht für alle Adenovirus Serotypen (Cook et al., 
1984, Vaessen et al., 1986). Für den Onyx-Serotyp, also Adenoviren der Sub-
gruppe C, gilt, daß bereits die E1A-Genexpression die Zellen zusätzlich anfällig 
macht gegenüber einer Lyse durch den Tumornekrosefaktor-α (Cook et al., 
1986, Chen et al., 1987). Gerade Tumorgewebe ist aber oftmals infiltriert von 
Monozyten und Macrophagen. Hinzu kommt, daß das E1A-Protein 
ausgesprochen immunogen ist (Kast et al., 1989). Die durch das E1A-Protein 
der Subgruppe C indzuzierte Suszeptibilität der Zellen gegenüber Zytolyse 
durch natürliche Killerzellen (Walker et al., 1991, Cook et al., 1986) könnte 
erklären, warum Zellen, die mit dem E1A des Serotyps 5 transformiert wurden, 
trotz der Subversion der zellulären Wachstumskontrollregulation, keine 
(stabilen) Tumoren bilden können (Walker et al., 1991). Genau dieser 
Mechanismus könnte im Fall der onkolytischen Adenoviren in umgekehrter 
Richtung wirken. Die fehlende Fähigkeit gegenüber einem (funktionellen) 
Immunsystem, aus immortalisierten Zellen Tumoren aufzubauen, wird im Fall 
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der mit Adenovirus Subtyp C infizierten Zellen zu einer fehlenden Fähigkeit, 
Entartung aufrechtzuerhalten (Perez et al., 2003, Williams et al., 2004). 
Demnach überrascht es auch nicht, wenn bereits wt-Adenovirus erfolgreich für 
die Lyse von Zervixkarzinomen eingesetzt werden kann (Smith et al., 1956, 
Yohn et al., 1968, Zielinski et al., 1969). In dem Fall des Onyx-015-Virus, einem 
Hybrid aus den Adenovirus-Serotypen 2 und 5 (Barker et al., 1987), erhöht sich 
die Sensitivität gegenüber der T-Cell-spezifischen Immunantwort noch dadurch, 
daß es eine Deletion in der E3-Region aufweist (Jones et al., 1979, Gooding et 
al., 1988). Hierdurch fehlen Onyx-015 gegenüber Wildtyp drei Proteine, die 
dem Virus dabei helfen, die zelluläre Immunantwort abzuwehren (siehe 
Anhang). 
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7. Anhang 
 
7.1. Zusammenfasssung: 
 
Viele Viren kodieren für Proteine, die früh in der Infektion eine Auflösung der 
Pml bodies bewirken. Adenovirus E4 orf3 führt zur Relokalisation von Pml, der 
strukturgebenden Komponente der Pml oncogenic domains (PODs), in filamen-
töse Strukturen. Dennoch konnte bisher für ein Ad ∆E4 orf3 kein Wachstums-
phänotyp beobachtet werden. Dieser Abschnitt zeigt, daß ein Auflösen der Pml 
bodies keine Änderung der zellulären Transkription bewirkt. Interessanterweise 
jedoch sind Ad E4inorf3-infizierte Zellen, im Gegensatz zu Ad-wt-infizierten 
Zellen, sensitiv gegenüber einer Interferon-γ-, TNF-α- oder FasL-vermittelten 
Apoptose. Die Sensitivität gegenüber TNFR- oder fas-vermittelter Apoptose 
steht in keinem Zusammenhang mit der Insertionsmutation in E4 orf3. Ursäch-
lich für den Apoptose-Phänotyp ist eine unerkannte Deletion der Gene E3-
10.4k, E3-14.5k und E3-14.7k in dem Genom von Ad E4inorf3. Bereits in dem 
parentalen Virus zu Ad E4inorf3, Ad dl309, ist dieser Bereich der E3-Region 
durch Lachssperm-DNA ersetzt worden.  
 
 
7.2. Summary: 
 
Many viruses code for proteins that early after infection lead to the dissolution 
of Pml bodies. Adenovirus E4 orf3 causes the relocalization of Pml, the essen-
tial structural component of Pml oncogenic domains (PODs), to filamentous 
track-like structures. Nonetheless, Ad ∆E4 orf3 does not show a growth pheno-
type in cell culture. This report shows that adenovirus-mediated relocalization of 
Pml bodies does not lead to an alteration of cellular gene transcription. 
Interestingly, and contrary to Ad wt-infected cells, cells infected with Ad 
E4inorf3 become sensitive to apoptosis by interferon-γ, TNF-α or FasL. 
However, the acquired sensitivity towards these cytokine mediators of apop-
tosis is not related to the insertion mutation in E4 orf3. Rather, the additional 
deletion of the genes E3-10.4k, E3-14.5k and E3-14.7k from the Ad E4inorf3 
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genome is causative for the observed apoptosis phenotype. Likewise, cells 
infected with Ad dl309 in which part of the E3 region has been replaced by a 
heterologous DNA sequence also become sensitive to TNF-α- or FasL-induced 
apoptosis. 
 
 
7.3. Einleitung: 
 
Adenoviren exprimieren ein Protein, E4 orf3, welches früh nach der Infektion 
eine intrazelluläre Struktur, die sogenannten Pml bodies, zerstört (Carvalho et 
al., 1995). Bei den Pml-bodies, auch genannt ND10, nuclear dots oder PODs, 
handelt es sich um nukleäre, fest matrix-assoziierte Strukturen. Die Funktion 
der Pml bodies ist immer noch reichlich unklar, postuliert wurden Rollen in der 
Transkriptionsaktivierung, bei Apoptosewegen und in der Proteinubiquitinylie-
rung (Wang et al., 1998b, Quignon et al., 1998, La Morte et al., 1998, Valian et 
al., 1998, Li et al., 2000). Strukturgebende Komponente dieser Pml bodies ist 
das Pml-Protein (Ishov et al., 1999). Welche weiteren Proteine Bestandteil der 
Pml bodies sind, ist überraschend unklar; immer wieder genannt werden Sp100 
und Daxx (Ishov et al., 1999, Dyck et al., 1994, Weis et al., 1994, Koken et al., 
1994). Das Pml Protein existiert sowohl in einer löslichen Form wie in einer un-
löslichen Form. Nur wenn das Pml Protein an bestimmten Lysinseitenketten mit 
SUMO-Resten, das sind ubiquitinartige Seitenketten, isopeptidisch verknüpft 
ist, bildet es diese POD (Pml oncogenic domains) Strukturen (Müller et al., 
1998).  
 
Ursprünglich ist man durch eine seltene Leukämieart, die akute Promyelozyten-
leukämie (APL), auf das Pml Protein aufmerksam geworden (de Thé et al., 
1991, Goddard et al., 1991, Kakuzika et al., 1991, Kastner et al., 1992, Pandolfi 
et al., 1991). Ursächlich für diese klonale Expansion weißer Blutzellen ist eine 
Chromosomentranslokation, wie man dies auch für andere Leukämiearten ge-
funden hat (Heisterkamp et al., 1983, Kamps et al., 1990, Nourse et al., 1990). 
Bei der Promyelozytenleukämie ist dies in der weit überwiegenden Zahl der 
Fälle eine Translokation zwischen den Chromosomen 15 und 17 (de Thé et al., 
1991, Grignani et al, 1993, Seeler et al., 1999). Hierdurch wird ein verkürztes 
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Pml Protein mit dem Retinolsäurerezeptor, einem nukleären Transkriptions-
faktor, zu einem aberranten Pml-RARα Fusionsprotein verknüpft (de Thé et al., 
1991, Kakuzika et al., 1991, Kastner et al., 1992). Ähnlich wie bei der akuten 
lymphoblastoiden Leukämie der B-Vorläuferzellen sind die beiden Domänen 
des Fusionsproteins über eine repetitiv-helikale Linkerregion in einer Art und 
Weise verknüpft, daß beide Proteindomänen weitgehend autonom falten kön-
nen. Für die t(15;17) Chromosomentranslokation der akuten Promyelozyten-
leukämie gilt, daß das resultierende Pml-RARα Fusionsprotein Produkt einer 
dominant negativen Mutation ist (Tsai et al., 1993). Bereits die Mutation eines 
Allels führt demnach zu einem funktionellen knock-out auch des von dem an-
deren, noch intakten Allel kodierten Pml Proteins (Dyck et al., 1994, Weis et al., 
1994, Koken et al., 1994).  
 
Die Expression des Pml-RARα Fusionsproteins führt zu der Zerstörung der Pml 
bodies, wodurch die normalerweise in den POD gehaltenen Proteine freigesetzt 
werden (Weis et al., 1994, Dyck et al., 1994). Allein durch die Expression von 
Pml-RARα werden Monozyten zu Krebszellen transformiert, was zu der 
Hypothese geführt hat, das Pml Protein sei ein Onkogen (Mu et al., 1994, 
Koken et al., 1995). Interessanterweise vermag auch das Adenovirus diese Pml 
bodies zu zerstören, indem es das Protein E4 orf3 exprimiert. E4 orf3 weist 
eine hohe Homologie zu SUMO-1 auf, einem kleinen ubiquitinähnlichen 
Protein, mit dem Pml posttranslational kovalent modifiziert ist (Carvalho et al., 
1994, Sternsdorf et al., 1997, Müller et al., 1998). Bereits die ektopische 
Expression von E4 orf3 ist ausreichend für eine Auflösung der Pml bodies. Das 
Pml Protein aggregiert zusammen mit E4 orf3 in aberranten fadenförmigen 
(filamentösen) Strukturen, die als 'tracks' bezeichnet werden (Carvalho et al., 
1994).  
 
Nicht nur Adenovirus kodiert für ein Protein, welches mit den Pml bodies inter-
agiert, sondern eine Vielzahl von Viren besitzen ein Protein, welches entweder 
direkt Pml angreift oder indirekt zu einer Auflösung der Pml bodies beiträgt 
(Maul et al., 1994, Carvalho et al., 1994, Kelly et al., 1995). Im Fall der Herpes-
viren ist dies das immediate-early protein ICP0, welches die Auflösung der Pml 
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bodies bewirkt (Everett et al., 1994). Ebenso führt die Expression von IE-1 des 
Zytomegalievirus zu einer Disintegration der Pml bodies und einer gleichmäßi-
gen Verteilung des Pml Proteins über den gesamten Zellkern (Korioth et al., 
1996, Ahn et al., 1997). ICP0 und IE-1, selbst RING-Finger Proteine, tun dies, 
indem sie die SUMO-Modifikation von Pml verhindern (Müller et al., 1999) bzw. 
den proteasomalen Abbau von Pml befördern (Chelbi-Alix et al., 1999). Aber 
auch RNA-Viren, z. B. Arenaviren mit dem einzigen Nicht-Struktur Protein Z, 
einem RING-Finger Protein, besitzen einem Pml-Antagonisten, was den Ein-
druck bestärkt, Pml sei ein generell antivirales Protein (Borden et al., 1998).  
 
Tatsächlich vermutet man, Pml sei ein Mediator der Interferonantwort, indem es 
bestimmte Gene, etwa TAP-1 und TAP-2, den 'transporter associated with anti-
gen presentation', transkriptionell reguliert (Zheng et al., 1998). Hierzu paßt, 
daß die zellulären Pml-Mengen sowie Anzahl und Größe der Pml bodies nach 
Interferon-Stimulation stark zunehmen (Terris et al., 1995), wohingegen Tumor-
zellen meist ausgesprochen kleine Pml bodies aufweisen (Koken et al., 1995). 
Dennoch ist die Rolle von Pml als Transkriptionsfaktor keineswegs bewiesen 
(Wienzek et al., 2001, Doucas et al., 1999, Valian et al., 1998, Alcalay et al., 
1998). Interessanterweise kann man mittels Pml-Überexpression, so wie sie 
natürlicherweise nach Virusinfektion der Nachbarzellen stattfindet (Lavau et al., 
1995, Stadler et al., 1995), eine produktive Infektion dieser vorbereiteten Zellen 
mit VSV- oder Influenza-Viren verhindern (Chelbi-Alix et al., 1998). Dem steht 
entgegen, daß eine Adenovirusmutante, bei der selektiv der Leserahmen 3 der 
frühen Transkriptionseinheit 4 durch Insertionsmutation zerstört wurde (Ad 
E4inorf3) absolut keinen veränderten Wachstumsphänotyp aufweist (Huang et 
al., 1989, Bridge et al., 1990). Da Adenoviren auf der anderen Seite mit E4 orf3 
über ein Protein verfügen, welches gezielt Pml antagonisiert, stellt sich die Fra-
ge: Was ist die Rolle von E4 orf3 in der Adenovirusreplikation? 
 
 
7.4. Aufgabenstellung: 
 
Die einzige Funktion, die man bisher dem E4 orf3 zuordnen konnte, ist seine 
Fähigkeit, das normalerweise in nukleären dots vorkommende Pml Protein in 
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filamentöse tracks zu relokalisieren (Carvalho et al., 1994). Hierdurch werden 
die in den PODs gehaltenen Proteine Sp100 und NDP55 freigesetzt und in die 
viralen Replikationszentren rekrutiert (Doucas et al., 1996). Das Fehlen von E4 
orf3 hat keinen messbaren Einfluß auf die Effizienz der Adenovirusreplikation 
(Huang et al., 1989, Bridge et al., 1990). Man vermutet, daß es sich bei Pml um 
einen Transkriptionsfaktor handeln könnte (Kastner et al., 1992, Doucas et al., 
1993, Ahn et al., 1998, Zheng et al., 1998). Pml interagiert mit CBP, einem be-
kannten Kofaktor DNA-bindender Transkriptionsfaktoren (La Morte et al., 1998, 
Doucas et al., 1999, Wienzek et al., 2001). Welche Änderungen der Genex-
pression bewirkt also die An- bzw. Abwesenheit des Pml-Antagonisten E4 orf3 
in der infizierten Zelle? Welches ist die Rolle von Pml während der Adenovirus-
infektion? Gibt es Bedingungen, bei denen sich die Abwesenheit von E4 orf3 in 
den Ad E4inorf3-infizierten Zellen doch negativ auf die Replikationseffizienz der 
Viren auswirkt? Läßt sich über die Umformung der POD hinaus doch noch ein 
deutlicherer Phänotyp für Ad E4inorf3-infizierte Zellen beobachten?  
 
Pml ist ein Zinkfinger-Protein. Es gehört zu der Untergruppe der RING-Finger 
Proteine, wo zwei Zn2+ Ionen in einem C3HC4 Arrangement gebunden gehalten 
werden (Borden et al., 1995). Pml weist damit Ähnlichkeiten zu Transkriptions-
faktoren auf, wo häufig Zinkfinger die DNA-Bindung vermitteln (Freemont et al., 
1991). Weiterhin befinden sich in der Primärsequenz von Pml zwei B-Boxen, 
wie sie auch in Homeoboxproteinen, also Transkriptionsfaktoren der Embryo-
nalentwicklung, gefunden werden (Borden et al., 1993, Torok et al., 2001). 
Darüber hinaus hat man in unmittelbarer Nachbarschaft der Pml bodies nas-
zierende RNA gefunden (La Morte et al., 1998), auch wenn die dabei verwen-
dete Nachweismethode nicht unumstritten ist (Boisvert et al., 2000). Eine zen-
trale coiled-coil Domäne befähigt Pml zur Homo- und Hetero-Oligomerisierung 
(Perez et al., 1993). Pml beeinflußt, auch wenn es nicht an RAR-α fusioniert ist, 
die Transkriptionsfaktoren des Retinolsäurewegs (Wang et al., 1998a). Die N-
terminale Domäne von Pml weist Charakteristika einer Transkriptionsaktivie-
rungsdomäne auf (Kakuzika et al., 1991, Kastner et al., 1992) und Pml intera-
giert mit CBP, einer Histonacetyltransferase und Transkriptionskofaktor (La 
Morte et al., 1998). Wir haben nun gefragt: Welchen Einfluß hat das Zerstören 
der Pml bodies auf die Transkription zellulärer Gene? 
Anhang                                                                                              Seite 97 
 
 
 
Anhang                                                                                               Seite 98 
 
7.5. Ergebnisse: 
 
7.5.1. Die An- oder Abwesenheit von E4 orf3 zeigt bei Analyse eines cDNA-
Arrays der ersten Generation keinen Einfluß auf die Transkription zellulärer 
Gene. 
 
Bereits 7 h nach Beginn der Adenovirusinfektion sorgt die dann einsetzende 
Synthese des frühe Phase Genproduktes E4 orf3 dafür, daß die ursprünglich 
punktförmigen Pml bodies in filamentöse tracks umorganisiert werden (Abb. 20 
A vgl. uninfiziert (links) mit Ad-wt Infektion (Mitte)). Da nur Pml zusammen mit 
E4 orf3 in diesen fadenförmigen tracks lokalisiert, werden die anderen POD 
Bestandteile wie etwa Sp100, NDP55 oder hDaxx freigesetzt (Doucas et al., 
1996). Infiziert man die Zellen hingegen mit einer Insertionsmutante, Ad E4in-
orf3, so kann dieses Virus kein funktionelles Orf3 Protein mehr synthetisieren 
(Huang et al., 1989). Die einzige bisher feststellbare Folge dieser Mutation ist, 
daß in Zellen, die mit Ad E4inorf3 infiziert wurden, diese Pml bodies nicht mehr 
reorganisiert werden (Abb. 20 A, rechtes Bild).  
 
Wir haben nun 10h nach Adenovirusinfektion, und damit 3h nach der vollständi-
gen Reorganisation der Pml bodies, die Gesamt-RNA aus Ad E4inorf3-infizier-
ten Zellen geerntet und mit dem Transkriptom wt-Adenovirus-infizierter Zellen 
verglichen. Die RNA wurde dazu in DNA umgeschrieben - hierbei wurde sie ra-
dioaktiv markiert - und anschließend gegen 1072 auf eine Nylonmembran ge-
spottete Genfragmente hybridisiert. Ein exemplarisches Ergebnis ist in Fig. 20 
gezeigt (Fig. 20, vgl. B mit C) gezeigt. Auch bei einem Wiederholen des 
Experiments in verschiedenen Zellinien und zu unterschiedlichen Zeitpunkten 
war keines der 1072 Gene auf dem Array um mehr als einen Faktor 1,8 herauf 
bzw. herunterreguliert (Daten nicht gezeigt, bzw. vgl Abb. 20 B mit Abb. 20 C). 
Ursprüngliche Kandiaten - β4-integrin (CD104) und ezrin - ließen sich weder im 
Western blot noch auf anderen Zellinien bestätigen (Daten nicht gezeigt). Auch 
die starke Überexpression von E4 orf3 unter Kontrolle eines heterologen Pro-
motors - mittels Zweitgenera-tionsadenovirusvektor - führte im Vergleich zu Ad 
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II-GFP-transduzierten Zellen zu keiner gemessenen Änderung in der zellulären 
Genexpression (Daten nicht  
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Abb. 20. Adenovirus infizierte Zellen zeigen eine Umorganisation der Pml 
bodies, nicht jedoch Zellen, die mit einem E4 orf3-losen Virus infiziert 
wurden. Trotz dieser augenfälligen Unterschiede treten bei der Transkrip-
tom-Analyse keine Veränderungen in der Genexpression auf. (A) Hep-2 
Zellen wurden in 4-well Objekträgern ausgesäht und entweder uninfiziert gelas-
sen (1), mit wt-Adenovirus (2) oder einer Adenovirusmutante mit einer Inser-
tionsmutation im offenen Leserahmen 3 der frühen Transkriptionseinheit 4 (Ad 
E4inorf3) mit einer m.o.i. von 5 infiziert. 7h nach Infektion wurden die Zellen 
immungefärbt (mab PG-M3 α-Pml). (B) Hep-2 Zellen wurden mit Ad-wt 300 mit 
einer m.o.i von 50 infiziert. 10h nach Infektion wurden die Zellen geerntet und 
die RNA isoliert. Die RNA wurde radioaktiv markiert und mit 1072 überwiegend 
krebsrelevanten cDNAs hybrisiert. Diese Nylonmembran wurde über Nacht ex-
poniert und am Bioimager ausgewertet. (C) wie (B), doch wurden die Zellen mit 
Ad E4inorf3 infiziert. 
 
 
 
gezeigt). Die virusinduzierte Zerstörung der Pml bodies hat somit in diesem 
System keine detektierbare Auswirkung auf die Transkription zellulärer Gene. 
Dies läßt es insgesamt unwahrscheinlich erscheinen, daß es sich bei Pml um 
einen Transkriptionsfaktor handelt. 
 
 
7.5.2. Nach Interferon-γ Behandlung gehen Ad E4inorf3-infizierte Zellen in 
Apoptose. 
 
Von murinem Pml ist behauptet worden, es sei ein Transkriptionsfaktor spe-
zifisch für die Proteasomenuntereinheiten LMP-2 und LMP-7 sowie die Gene 
TAP-1 und TAP-2, dem Peptidtransporter der MHC Klasse I Antigenpräsenta-
tion (Zheng et al., 1998). Auf der anderen Seite sind die Pml bodies interferon-
induzierbar (Terris et al., 1995, Lavau et al., 1995). Möglicherweise war unser in 
vitro Zellkultursystem, ein Versuchsansatz, der das Immunsystem unberück-
sichtigt läßt, einfach nicht geeignet, einen weitergehenden Phänotyp für Ad 
E4inorf3 zu detektieren.  
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Gab man nun 24h vor Infektion Interferon-γ auf die Zellen - quasi um eine Vi-
rusinfektion der Nachbarzellen vorzutäuschen - so beobachtete man ein Abku-
geln und schließlich Ablösen selektiv der Ad E4inorf3-infizierten Zellen. Diese 
virus- und interferonbedingte Zellschädigung trat nicht auf, bei Zellen, die mit  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 21. In Gegenwart von Interferon-γ gehen Ad E4inorf3-infizierte Zellen 
in Apoptose, nicht jedoch wt-infizierte Zellen. (A) Hela Zellen wurden 24h 
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vor Infektion mit 2000 U/ml Interferon-γ präinkubiert. Anschließend wurden sie 
in Gegenwart von Interferon-γ entweder uninfiziert gelassen oder mit Adenovi-
rus wt-300 bzw. Ad E4inorf3 infiziert (m.o.i.=10). 24h p.i. wurden die Zellen im 
Lichtmikroskop betrachtet. (B) Zellen wie in (A), doch ohne Interferon-γ. (C) Die 
Zellen wurden infiziert bzw. mit Interferon-γ (1000 IU/ml) präinkubiert wie über 
der Abb. angegeben. 24h p.i. wurden die Zellen in RIPA / 8M Harnstoff geern-
tet, über SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese aufgetrennt und gegen PARP 
geblottet (mab-2, Oncogene Res.). (D) Zellen wie in (A) wurden ab Infektion mit 
100µM z-VAD behandelt. Die Aufnahmen entstanden 24 h p.i. 
dem wt-Adenovirus infiziert worden waren (Abb. 21 A + B). In der Tat handelt 
es sich hierbei um Apoptose, wie in einem PARP-Blot gezeigt werden konnte 
(Abb. 21 C). Infizierte man Hela Zellen in Abwesenheit von Interferon-γ mit Ad 
E4inorf3, so konnte man keine PARP-Spaltung beobachten (Abb. 21 C, Spur 2, 
vgl. Abb. 21 B rechtes Bild). Im Gegensatz hierzu trat das charakteristische 
PARP-Fragment, ein Nachweis einsetzender Apoptose, in den Zellen auf, die 
vor der Ad E4inorf3-Infektion mit Interferon-γ vorbehandelt worden waren (Abb. 
21 C, 4. Spur). Apoptose ließ sich unter diesen Versuchsbedingungen jedoch 
nie nachweisen, wenn die Zellen mit Adenovirus Wildtyp 300 infiziert worden 
waren (Abb. 21 C, Spur 1 und Spur 3). Behandelte man die Zellen ab Beginn 
der Infektion mit dem Caspase-Inhibitor z-VAD, so trat das apoptotische Ablö-
sen und Verschrumpeln der interferonbehandelten und Ad E4inorf3-infizierten 
Zellen nicht mehr auf (Abb. 21 D). Ad E4inorf3-Infektion führt zu einem Phäno-
typ, der über das - bisher folgenlose - Umstrukturieren der Pml bodies hinaus-
geht. Werden Hela Zellen mit Interferon-γ vorbehandelt, so gehen sie nach Ad 
E4inorf3-Infektion selektiv in Apoptose. 
 
 
7.5.3. Fas-Ligand und Tumornekrosefaktor-α haben keinen Einfluß auf wt-
Adenovirus-infizierte Zellen, während sie Ad E4inorf3-infizierte massiv 
schädigen. 
 
Fas-Ligand (FasL) und Tumornekrosefaktor-α (TNF-α) sind weitere chemotakti-
sche und antivirale Proteine des angeborenen Immunsystems (Orlinick et al., 
1998). Im immunkompetenten Organismus werden sie von den zytotoxischen 
T-Zellen zur Lyse virusinfizierter Zellen abgegeben. Die Zugabe von FasL führt 
zu einer Multimerisierung des fas-Rezeptors (Nagata et al., 1995, Ju et al., 
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1995). FasL kann man also dadurch ersetzen, daß man einen multimeren (IgM) 
Antikörper gegen den Rezeptor (fas) in das Zellkulturmedium gibt (Dhein et al., 
1992). FasL (als monoklonaler Antikörper (mab) ch-11) und TNF-α führten in 
unseren Experimenten - morphologisch betrachtet - zu einer noch sehr viel 
stärkeren antiviralen Wirkung gegen Ad E4inorf3-infizierte Zellen als Interferon-
γ (Abb. 22 A und B). Bereits 7h nach Infektion sind die Ad E4inorf3-infizierten 
Zellen bei Zugabe von sowohl FasL als auch TNF-α massiv  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 22. Auch fas und TNF-α führen zu massiver Apoptose in den Ad 
E4inorf3-infizierten Zellen, nicht jedoch in Ad-wt 300-infizierten Hela 
Zellen. (A) Hela Zellen wurden entweder uninfiziert gelassen, mit Adenovirus 
wt-300 infiziert oder Ad E4inorf-3-infiziert (m.o.i = 7). Mit Beginn der Infektion 
wurden die Zellen mit 10 ng TNF-α / ml Medium behandelt. (B) Infektion der 
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Zellen wie in (A), doch Behandlung mit α−Fas mab ch-11 (50 ng / ml Medium). 
(C) Hela Zellen wurden infiziert wie angegeben. Gleichzeitig wurde dort, wo an-
gegeben, mit 50 ng α−Fas mab ch-11 / ml versetzt (ab Beginn der Infektion), 
oder mit 1000 IU Interferon-γ / ml (ab 24h vor Infektionsbeginn) behandelt, oder 
mit beidem, wie angegeben. 24h p.i. wurden die Zellen in RIPA / 8 M Harnstoff 
geerntet, durch SDS-PAGE aufgetrennt und geblottet, gefolgt von einer Fär-
bung gegen PARP. 
 
 
 
geschädigt (Abb. 22 A Spur 2 und Spur 4), nicht jedoch die Ad wt-infizierten 
Zellen (Abb. 22 B Spur 2 und Spur 4). Das apoptotische Abkugeln beginnt in 
Gegenwart von FasL und TNF-α deutlich früher als es bei Interferon-γ der Fall 
war.  
 
Auch hier haben wir den Einfluß von FasL und TNF-α auf die PARP-Spaltung 
getestet (Abb. 22 C). Während Infektion mit wt-Adenovirus zu einer Verminde-
rung der durch FasL ausgelösten Apoptose führt (Abb. 22 C Spur 5 und Spur 
11), kann Ad E4inorf3 die in Gegenwart dieser Chemokine ausgelöste Apop-
tose deutlich schlechter aufhalten (Abb. 22 C Spur 6 und Spur 12). In Gegen-
wart von Interferon-γ ist die meßbare PARP Spaltung 24h nach Infektion in den 
Ad E4inorf3-infizierten Zellen deutlich stärker als in den uninfizierten ('Mock', 
Abb. 22 C vgl. Spur 9 und Spur 7). Wenn sich im PARP-Blot 24h p.i. die mor-
phologisch sehr deutlichen Unterschiede der Ad E4inorf3-infizierten Zellen 7h 
p.i. nicht so recht darstellen lassen, so mag das daran liegen, daß auch Ad 
E4inorf3 ja noch über das anti-apoptotische Protein E1B-19k verfügt. Dieses 
verhindert - anders als in den uninfizierten Zellen - die durch das trunkierte Bid 
über die Bax und Bak-Oligomerisierung ausgelöste Depolarisation der Mito-
chondrien (Gooding et al., 1991, White et al., 1992, Sundararajan et al., 2001, 
Perez et al., 2000). Somit stehen den Ad E4inorf3-infizierten Zellen auch auf 
längere Sicht nur die Apoptosewege zur Verfügung, die direkt von Caspase-8 
und Caspase-9 zu den Effektorcaspasen führen. Eine Depolarisation der Mito-
chondrien und allgemeine, Apaf-1-vermittelte Apoptose kann dort - anders als 
in den uninfizierten Zellen - nicht auftreten.  
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7.5.4. Durch ektope Expression von E4 orf3 ist es  nicht möglich, den Phänotyp 
Ad E4inorf3-infizierter Zellen zu revertieren. 
 
In Abb. 23 A ist schematisch ein Virusvektor gezeigt, der E4 orf3 unter Kontrolle 
eines starken heterologen Promotors exprimiert, während ihm sein endogenes 
E4 orf3 fehlt. Wir haben nun versucht, das Fehlen des E4 orf3 Proteins in dem 
Virus Ad E4inorf3 zu transkomplementieren. Hierzu wurden Zellen entweder mit 
Ad-wt 300 oder der Insertionsmutante Ad E4inorf3 infiziert. Gleichzeitig wurden 
sie mit Zweitgenerationsvektoren transduziert, die ent- 
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Abb. 23. Ein adenoviraler Zweitgenerationsvektor, der E4 orf3 unter Kon-
trolle eines CMV-Promotors exprimiert, ist nicht in der Lage, Ad E4inorf3-
infizierte Zellen in Gegenwart von FasL phänotypisch zu komplementie-
ren. (A) Schematische Darstellung des E4 orf3 unter einem heterologen Pro-
motor überexprimierenden adenoviralen Zweitgenerationsvektors. Gezeigt ist 
eine schematische Darstellung des gesamten Adenovirusgenoms mit den frühe 
Phase Transkripten E1 bis E4 und den späte Phase Transkripten L1 bis L5. Um 
Platz für das Fremdgen (E4 orf3 + egfp bzw. nur egfp) zu schaffen, wurde die 
gesamte E1-Region deletiert. Auch die komplette E4-Region wurde aus dem 
Vektor entfernt, um eine Transkomplementation der Ad E4inorf3-infizierten 
Zellen zu verhindern. (B) Hela Pml++-Zellen wurden 24h vor Infektion zur Induk-
tion der Pml-Überexpression in Medium ohne 50 µg / ml Doxycyclin gegeben. 
Anschließend wurde uninfiziert gelassen, mit Adenovirus wild-typ 300 oder Ad 
E4inorf3 infiziert (m.o.i. = 5) und gleichzeitig mit Ad II-GFP (m.o.i. = 25) infi-
ziert. Mit Beginn der Infektion wurde mit dem FasL-Analogon ch-11 (50 ng / ml) 
versetzt. Die lichtmikroskopischen Aufnahmen entstanden 9 h p.i. (C) Ansatz 
wie in (B), doch wurde das Fehlen von E4 orf3 mittels des Zweitgenerations-
vektors Ad II-Orf3 (m.o.i. = 25) komplementiert. 
 
 
weder nur das verstärkt grün fluoreszierende Protein (egfp) (Ad II-GFP in Abb. 
23 B) oder zusätzlich noch E4 orf3 exprimieren (Ad II-Orf3 in Abb. 23 C). 
Vollkommen überraschen-derweise war es mit Ad II-Orf3 nicht möglich, den in 
Gegenwart von FasL (und TNF-α, nicht gezeigt) beobachteten Phänotyp zu 
revertieren (Abb. 23 C, un-ten). Auch nach Transkomplementation der 'E4 orf3-
Mutante' Ad E4inorf3 gin-gen die Ad E4inorf3-infizierten Zellen in Gegenwart 
von FasL (und TNF-α) immer noch in Apoptose, d. h. sie kugelten sich bereits 
zu einem sehr frühen Zeitpunkt ab, lösten sich von der Zellkulturschale (Abb. 
23 C, unten) und die Virusausbeute blieb auch bei Transkomplementation mit 
Orf3 stark vermindert (nicht gezeigt). Diese Ergebnisse legten nahe, daß Ad 
E4inorf3 neben der bereits be-kannten Mutation in Orf3 noch weitere Muta-
tionen aufweist, die sie von Ad-wt 300 unterscheiden. 
 
 
7.5.5. Die Deletions-Insertionsmutante Ad dl309 zeigt in Gegenwart von TNF-
α und FasL einen Apoptose-Phänotyp, der identisch zu dem Ad E4inorf3-infi-
zierter Zellen ist. 
 
Adenovirus besitzt Proteine, die adenovirusinfizierte Zellen vor der Lyse sowohl 
durch TNF-α als auch durch FasL schützen. Diese Proteine lokalisieren zusam-
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men mit weiteren Immunevasionsmechanismen in der E3-Region des 
Adenovirus (Wold et al., 1995). Interessanterweise ist die gesamte E3-Trans-
kriptionseinheit TNF-α-induzierbar (Deryckere et al., 1996). Das 14.7k Protein 
der E3 Region schützt infizierte Zellen vor der Lyse durch TNF-α, indem es das 
Andocken der Caspase-8 (FLICE) an den zytoplasmatischen Teil des 
aktivierten, trimerisierten TNF-Rezeptors-1 (CD 120a) verhindert (Gooding et 
al., 1988, Gooding et al., 1990, Chen et al., 1998). Mit E3-10.4k und E3-14.5k 
besitzt Adenovirus zwei weitere Proteine, die adenovirusinfizierte Zellen vor der 
Lyse durch FasL sowie TRAIL (TNF-related apoptosis inducing ligand) 
schützen (Shisler et al., 1997, Tollefson et al., 2001, Tollefson et al., 1998). Das 
Heteromer aus E3-10.4k und E3-14.5k induziert die Internalisierung und 
lysosomale Degradation des Fas-Rezeptors (auch genannt CD95 / ApoI) 
(Shisler et al., 1997, Elsing et al., 1998, Tollefson et al., 1998) sowie weiterer 
Rezeptoren (TRAIL-Rezeptor (Apo2L), EGF-Rezeptor (epidermal growth factor 
receptor) (Tollefson et al., 2001, Carlin et al., 1989, Tollefson et al., 1991, 
Hoffmann et al., 1994). Ad dl309 ist eine Adenovirusmutante, welche die 
genannten drei Proteine, E3-10.4k, E3-14.5k sowie E3-14.7k nicht mehr 
exprimiert. Die E3B Region ist in diesem Virus deletiert und durch eine 
heterologe DNA Sequenz ersetzt worden (Bett et al., 1995). 
 
Es galt nun, zu unterscheiden, ob der beobachtete Phänotyp von Ad E4inorf3 
(Apoptose der virusinfizierten Zellen nach Gabe von TNF-α oder FasL) auf die 
Mutation in Orf3 oder einer (nicht deklarierten) Mutation in der E3-Region von 
Ad E4inorf3 zurückzuführen ist. Hierzu haben wir Hela Zellen infiziert, entweder 
mit dem Wildtypstamm der Subgruppe C, Serotyp 5, Ad 300-wt, oder den 
hiervon abgleiteten Mutanten, Ad dl309 mit einer Deletion der E3B-Region 
(Jones et al., 1979a, Bett et al., 1995), oder Ad E4inorf3, einem Derivat von Ad 
300-wt mit einer Leserasterverschiebung im offenen Leserahmen 3 der frühen 
Transkriptionseinheit 4 (Huang et al., 1989). Die Zellen wurden mit Beginn der 
Infektion mit TNF-α oder α−fas mab und Interferon-γ stimuliert. Die 
morphologischen Veränderungen charakteristisch für eine beginnende 
Apoptose wurden im Lichtmikroskop verfolgt. Die Ergebnisse sind in Abb. 24 
gezeigt. Hieraus geht eindeutig hervor, daß Ad 300-wt-Infektion keine 
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morphologischen Veränderungen induzierte (Abb. 24, oberste Zeile) und daß 
sowohl Ad dl309 (Abb. 24, mittlere Zeile) als auch Ad E4inorf3 (Abb. 24, untere  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 24. Die Adenovirusmutante Ad dl309 verhält sich phänotypisch wie 
Ad E4inorf3. (A) Hela Zellen wurden beginnend 24 h vor Infektion mit 2000 IU 
Interferon-γ / ml behandelt. Infiziert wurde entweder mit Adenovirus wt-300 oder 
Ad dl309 bzw. Ad E4inorf3. Beginnend mit der Infektion wurde zusätzlich mit 50 
ng / ml ch-11 versetzt. Die lichtmikroskopischen Aufnahmen entstanden 9h p.i.. 
(B) Ansatz wie in (A) doch wurde anstelle von Interferon-γ und dem FasL-Ana-
logon beginnend 0h p.i mit 10 ng / ml TNF-α behandelt. Gezeigt ist die Zellmor-
phologie 9h p.i.. 
 
Zeile) einen identischen Phänotyp aufwiesen: Nach Behandlung mit den 
Zytokinen kugelten sich die infizierten Zellen ab, lösten sich von der Zellkul-
turschale und gingen in Apoptose.  
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Diese Beobachtungen legten nahe, daß der mit der Mutante Ad E4inorf3 beob-
achtbare Phänotyp, die Sensitivität gegenüber FasL und TNF-α, gar nichts mit 
der geplant gesetzten Mutation in E4 orf3 zu tun hatte. Da sich die Mutante Ad 
E4inorf3 in allen Punkten wie Ad dl309 verhielt, deutete alles darauf hin, daß 
die Sensitivität gegenüber FasL und TNF-α letztlich auf eine Deletion der Gene 
E3-10.4k, E3-14.5k und E3-14.7k zurückzuführen ist. Wäre damit Ad E4inorf3 
gar kein Abkömmling von Ad 300-wt sondern ein Derivat von Ad dl309? Letzte 
Klarheit konnte hier nur eine Sequenzierung der viralen DNA, isoliert aus Ad 
E4inorf3-infizierten Zellen bringen. Die Ergebnisse sind in Abb. 25 B gezeit und 
führen zu dem in Abb. 25 A schematisch dargestellten Modell: Ad E4inorf3 
stammt von Ad dl309 ab. Neben der geplant gesetzten Mutation in E4 orf3 
(Abb. 25 A, orangene Markierung) weist Ad E4inorf3 zusätzlich noch eine Dele-
tion der Gene E3-10.4k, E3-14.5k und E3-14.7k auf (Abb. 25 A, gelbe Markie-
rung). Von diesen Genen ist bekannt daß sie den Fas- und TNF-Rezeptor 
internalisieren bzw. die Weiterleitung des TNF-Signals an Caspasen unter-
binden (Burgert et al., 2000). Zwar wird das Fehlen der E3B-Region von den 
Konstrukteuren von Ad E4inorf3 nicht ausdrücklich erwähnt, doch weisen sie 
indirekt auf diesen Umstand hin, da sie angeben, die Synthese des Fiberpro-
teins sei in der Mutante Ad E4inorf3 (auf unerklärliche Weise) stark erniedrigt 
(Huang et al., 1989). Dies könnte daran liegen, daß durch die Deletions- / 
Insertionsmutation von Ad dl309 neben den drei genannten 
Immunevasionsgenen auch ein mit 'z' bezeichnetes Intron des Fibergens (Abb. 
25 A, rote Markierung) mit deletiert wurde. 
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B 
 
Query:       18    agcctcatcactgtggtcatcgcctttatccagtgcattgactgggtctgtgtgcgcttt 77 
                   |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:       29934 agcctcatcactgtggtcatcgcctttatccagtgcattgactgggtctgtgtgcgcttt 29993 
E3 RID-alpha 51     S  L  I  T  V  V  I  A  F  I  Q  C  I  D  W  V  C  V  R  F  
 
                               
Query:       78    gcatatctcag 88 
                   ||||||||||| 
Sbjct:       29994 gcatatctcag 30004 
E3 RID-alpha 71     A  Y  L  R 
 
 
Query:   731   gcattcactcaccttgtcaaggacctgaggatctctgcacccttattaagaccctgtgcg 790 
               |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct:   30751 gcattcactcaccttgtcaaggacctgaggatctctgcacccttattaagaccctgtgcg 30810 
E3 14.7K 100   C  I  H  S  P  C  Q  G  P  E  D  L  C  T  L  I  K  T  L  C   
 
                                              
Query:   791   gtctcaaaga-cttattccctttaactaat 819 
               |||||||||| ||||||||||||||||||| 
Sbjct:   30811 gtctcaaagatcttattccctttaactaat 30840 
E3 14.7K 120   G  L  K  D  L  I  P  F  N ^^^ 
 
 
C 
 
Query: 89  ctgctgccatgttgtgttgctaccatgttgttttcatgtgttgctgccatgctcttgtcg 148 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 1   ctgctgccatgttgtgttgctaccatgttgttttcatgtgttgctgccatgctcttgtcg 60 
 
                                                                        
Query: 149 ccttagatctctctttatgtagtgttgtggtgtctctcttgtcgtgatgtgtgttttgtc 208 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 61  ccttagatctctctttatgtagtgttgtggtgtctctcttgtcgtgatgtgtgttttgtc 120 
 
                                                                        
Query: 209 ctatatattttaatttttaatccaaacccctgtccccgcagaggcctttgcgttctggta 268 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 121 ctatatattttaatttttaatccaaacccctgtccccgcagaggcctttgcgttctggta 180 
 
                                                                        
Query: 269 ggccgtcattgaaaactgacttaactcgttaaattnnnnnnnnnnnnnnnntaatggttg 328 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||                ||||||||| 
Sbjct: 181 ggccgtcattgaaaactgacttaactcgttaaattaaaaaaatgtaaaaaataatggttg 240 
 
                                                                        
Query: 329 agactcagcccaacatcggcagatgaggtggattgagactcagcccaacatcggcagatg 388 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 241 agactcagcccaacatcggcagatgaggtggattgagactcagcccaacatcggcagatg 300 
 
                                                                        
Query: 389 aggtggattgagactcaaccccaacattggcagatgaggtgaattagatgaggtggattg 448 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 301 aggtggattgagactcaaccccaacattggcagatgaggtgaattagatgaggtggattg 360 
 
                                                                        
Query: 449 agactcatgagggtggtatgagggcccgacgtccacaggtgggagttgtgctttacagtc 508 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 361 agactcatgagggtggtatgagggcccgacgtccacaggtgggagttgtgctttacagtc 420 
 
                                                                        
Query: 509 caacgtgcaggacgcttggcatttgccagagaacaccaagattggcaaattcgcaactgg 568 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 421 caacgtgcaggacgcttggcatttgccagagaacaccaagattggcaaattcgcaactgg 480 
 
                                                                        
Query: 569 cgccctgtgctcttcacagacggaaaaatgaccaaaatctgattatttttgtaaaacgga 628 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 481 cgccctgtgctcttcacagacggaaaaatgaccaaaatctgattatttttgtaaaacgga 540 
 
                                                                        
Query: 629 aaccgaatgtccgacaaagttcatttgatgacttcccggtaggtctgccctgccgctggg 688 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 541 aaccgaatgtccgacaaagttcatttgatgacttcccggtaggtctgccctgccgctggg 600 
 
                                                      
Query: 689 ccgacgccgtccgggaattttacaaacgatttcggacgtcta 730 
           |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct: 601 ccgacgccgtccgggaattttacaaacgatttcggacgtcta 642 
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Abb. 25. Ad E4inorf3 stammt nicht von wt-300 ab, sondern ist ein Derivat 
von Ad dl309. (A) Schematische Darstellung des Ad E4inorf3 Genoms. Neben 
der geplant gesetzten Insertionsmutation in der E4 Region (Leserasterverschie-
bung in E4 orf3, orangene Markierung) weist das Ad E4inorf3-Genom auch 
eine Deletions-Insertionsmutation in der E3 Region auf (gelbe Markierung). 
Hierdurch werden die E3 Gene 10.4k, 14.5k und 14.7k zerstört. (B) Gezeigt ist 
ein Sequenzvergleich der Ad E4inorf3-DNA mit Ad-wt-300-DNA (M73260). Das 
Alignment ist zwischen den Basen 300004 und 30751 unterbrochen. (C) 
Gezeigt ist ein Sequenzvergleich der Ad E4inorf3-DNA mit Ad dl309-DNA. Die 
heterologe DNA Sequenz ersetzt die wt-Adenovirusbasen 300005 bis 300750.  
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7.6. Diskussion: 
 
Obwohl von Pml gelegentlich behauptet wird, es sei sowohl ein Aktivator als 
auch ein Repressor der Transkription, konnten wir im Zusammenhang mit der 
virusinduzierten Zerstörung der Pml bodies keine Änderung der zellulären Gen-
expression beobachten. Warum so viele Viren, darunter auch Adenovirus mit 
E4 orf3, für einen Pml-Antagonisten kodieren und welche Bedeutung Pml bo-
dies für den viralen Replikationszyklus haben, bleibt damit weiter unklar. Die 
Beobachtung, Ad E4inorf3-infizierte Zellen, nicht aber Ad 300-wt-infizierte, gin-
gen nach Behandlung mit Interferon-γ, FasL oder TNF-α selektiv in Apoptose, 
gab den Studien eine vollkommen neue Richtung. Anfänglich ließ sich dies 
durchaus sehr gut mit dem Pml-Antagonismus erklären, wird doch Pml mit dem 
Auslösen des Zelltods in Verbindung gebracht (Quignon et al., 1998). Es gibt 
sogar Berichte, die sagen, für das Auslösen des programmierten Zelltods durch 
Fas, Tumornekrosefaktor-α oder Interferon-γ sei Pml notwendig (Wang et al., 
1998b). Und weiter, Pml-/- Zellen seien geschützt vor der durch anti-Fas-Anti-
körper ausgelösten Apoptose (Wang et al., 1998b). Unsere Ergebnisse geben 
für Ad E4inorf3-infizierte Zellen eine gänzlich andere Erklärung: Nicht das Feh-
len des Pml-Antagonisten Orf3 ist für den Apoptose-Phänotyp verantwortlich, 
sondern eine Deletion in der E3-Region von Ad E4inorf3, die selbe Deletion, 
wie man sie auch in dem parentalen Virus Ad dl309 findet. 
 
Wie kam nun die Deletion in Ad E4inorf3 zustande? Da die Deletion der E3 Ge-
ne nur nach Zugabe von Zytokinen einen Phänotyp aufweist (Gooding et al., 
1988), ansonsten das Wachstum von Ad dl309 aber unter Zellkulturbedingun-
gen überhaupt nicht verändert ist (Jones et al., 1979a), hat man lange Zeit Ad 
dl309 mit Ad 300wt gleichgesetzt. Offenbar hat aber in dem Labor der Ad E4in-
orf3-Konstrukteure (Huang et al., 1989) dann doch irgendwie Ad dl309 den 
Stock an Ad 300-wt überwuchert - zumindest wurde die Mutante (unwissentlich) 
ausgehend von Ad dl309 konstruiert. Unter der Annahme, Ad dl309 habe unter 
Zellkulturbedingungen keinen veränderten Phänotyp, bietet Ad dl309 gewichti-
ge Vorteile gegenüber Ad 300-wt: Es besitzt nur eine (anstelle von 4) XbaI-
Schnittstellen. Die eine, verbleibende XbaI-Schnittstelle bei 3.7 map units (m.u.) 
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befindet sich in einem essentiellen Gen (E1A) und konnte daher nicht wegmu-
tiert werden (Jones et al., 1979a). Da es auf der anderen Seite Zellinien gibt, 
die mit der E1-Region von Adenovirus transformiert worden sind - etwa 293 
Zellen (Gallimore et al., 1974, Graham et al., 1977) -, kann man die (einzige 
verbleibende) XbaI-Schnittstelle des Genoms von Ad dl309 bequem dazu nut-
zen, Fremdgene hineinzuklonieren.  Die entsprechenden Erstgenerations-
Adenovirusvektoren kann man dann auf 293-Zellen anziehen, während sie an-
dere Zellen (z.B. Hela Zellen) nur abortiv infizieren und ausschließlich das 
Fremdgen exprimieren (Jones et al., 1979a).  In Abwesenheit von E1A werden 
keine weiteren viralen Gene exprimiert (Jones et al., 1979b). Ad dl309 ist also 
quasi ein 'verbessertes' Virus mit Wildtyp-Eigenschaften.  
 
Ad dl309 leitet sich über zwei genau bekannte Zwischenstufen, Ad sub304 und 
Ad dl308, von Ad5 Wildtyp, genannt Ad 300, ab (Jones et al., 1978, Jones et 
al., 1979a). Jede dieser Mutanten wurde generiert, indem man Adenovirus DNA 
mit XbaI geschnitten hat und die erhaltenen Fragmente (anfänglich 5, am Ende 
2) immer wieder in Hela-Zellen transfiziert hat. Zufallsmutationen an den nicht 
essentiellen XbaI-Schnittstellen boten hierbei einen Selektionsvorteil (Jones et 
al., 1978). Nacheinander sind somit die XbaI-Schnittstellen bei 84.8, 79.6 und 
29.5 m.u. verloren gegangen (Jones et al., 1978, Jones et al., 1979a, Bett et 
al., 1995). Die XbaI-Schnittstelle bei 79.5 m.u. wurde einfach deletiert (Deletion 
der Ad5 Nukleotide 28597-28602). Dies führt zu keiner Leserasterverschiebung 
in dem betroffenen Gen - E3-6.7k -, wohl aber zu einer in-frame-Deletion der 
Aminosäuren 18 und 19 (Bett et al., 1995). Die XbaI-Schnittstelle bei 29.5 m.u. 
wurde durch eine 2 bp Deletion verloren (Ad5 10594-10595). Hierdurch wird die 
Initiation der PolIII-vermittelten Transkription der VAI-RNA beeinträchtigt (Thim-
mappaya et al., 1979). Diese VAI-RNA bindet und inhibiert die RNA-abhängige 
Proteinkinase (PKR) (Sharp et al., 1993), ein Teil des intrazellulären Verteidi-
gungssystems gegen Viren (Clemens et al., 1994, Thimmappaya et al., 1982), 
und ist möglicherweise verantwortlich für die Interferon-γ-induzierte Apoptose 
adenovirusinfizierter Zellen (Michael Schümann, persönliche Mitteilung). 
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Die wohl interessanteste Mutation ist die, welche in Ad sub304 zu einem Ver-
schwinden der XbaI-Schnittstelle bei 84.8 m.u. geführt hat (Jones et al., 1978). 
Es handelt sich um eine Insertions-Deletionsmutation, wo 746 bp eines in Zell-
kultur nicht essentiellen Genomabschnitts (Ad5 30005-30750) durch 642 bp he-
terologer DNA-Sequenz ersetzt (aufgefüllt) wurde. Aufgrund der Substitution 
mit einem ähnlich großen Fragment an Fremd-DNA ist die Deletions-Insertion 
zwar im EcoR I und Hind III-Verdau anhand der Fragmentvarianz nur schwer zu 
erkennen, wurde aber dennoch bemerkt (Jones et al., 1978), dann aber ganz 
offensichtlich wieder vergessen (Huang et al., 1989). Interessanterweise han-
delt es sich bei dem Substitutionsfragment um Lachssperm-DNA (Bett et al., 
1995). Mutmaßlich wurde Lachssperm-DNA von Jones et al. (Jones et al., 
1978) als Füllreagenz für eine Calciumphosphat-Transfektion verwendet. Die 
Lachssperm-DNA inkorporierte an einer XbaI-Bruchstelle in das Adenovirus-
genom und ersetzte dort die - unter Zellkulturbedingungen nicht essentiellen 
Gene - E3-10.4k, E3-14.5k und E3-14.7k (Cladaras et al., 1985a, Cladaras et 
al., 1985b). Bei Ad sub304 fehlt dieser Abschnitt der E3-Region (Tollefson et 
al., 1988) und das Fehlen dieser 3 Gene führt dazu, daß die adenovirusinfizier-
ten Zellen vor der TNF-α-vermittelten Lyse nicht mehr geschützt sind (Gooding 
et al., 1988).   
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